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CAPITULO 1

CONTROLE BIOLOGICO E A IMPORTANCIA DE

ENTENDER AS INTERACOES PREDADOR-PRESA:

O CASO DE JOANINHAS COCCIDOFAGAS NO
CONTROLE DE PRAGAS

Data de submissédo: 10/08/2023

Nataly De La Pava Suarez

Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Departamento de Agronomia
Recife-PE
https://lattes.cnpq.br/7833249244000103
Orcid: 0000-0002-3360-4172

Christian Sherley Araujo da Silva Torres
Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Departamento de Agronomia
Recife-PE
https://lattes.cnpq.br/6987761145766931
Orcid: 0000-0002-2364-5421

RESUMO: O controle biolégico aumentativo
com insetos predadores € uma das taticas do
manejo integrado de pragas. As joaninhas
coccidofagas (Coleoptera: Coccinellidae),
destacam-se como importantes
controladoras de cochonilhas-farinhentas
(Hemiptera: Pseudococcidae). Dentre elas,
a Cryptolaemus montrouzieri Mulsant € uma
dasespécies mais utilizadas comercialmente
para controle de cochonilhas. A producéo
massal dos predadores padroniza as
condi¢cdes de criacdo, mas também gera
pressao de selecdo, o que pode afetar o
seu desempenho em controlar a praga alvo
apos varias geragbes em laboratério. Além

Data de aceite: 02/10/2023

disso, as joaninhas coccidofagas produzem
cera na fase imatura semelhante as suas
presas, o que serve como camuflagem nas
colénias da presa e favorece a predacéo.
Assim, é crucial compreender os fatores
que afetam interacdo presa-predador e
possam alterar a eficacia das joaninhas no
controle biologico.

PALAVRAS-CHAVE: Interacdo predador-
presa, Pseudococcidae, camuflagem fisica,
controle bioldgico.

BIOLOGICAL CONTROL AND THE
IMPORTANCE OF UNDERSTANDING
PREDATOR-PREY INTERACTIONS:
THE CASE OF COCCIDOPHAGOUS
LADY BEETLES IN PEST CONTROL

ABSTRACT:  Augmentation  biological
control with insect predators is one method
used in integrated pest management. The
coccidophagous lady beetles (Coleoptera:
Coccinellidae) are important predators of
mealybugs (Hemiptera: Pseudococcidae).
Among them, Cryptolaemus montrouzieri
Mulsant is one of the most used
commercially.  Large-scale  production
of predators is done in standard rearing
conditions, putting some selection pressure,
which can alter the performance of the
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predator to control the target pest after being reared for many generations in the laboratory.
In addition, coccidophagous lady beetles larvae produce body wax similar to their mealybug
prey, working as camouflage within prey colonies and improving predation. Thus, it is crucial
to understand the factors that may affect predator-prey interactions and the efficacy of the
lady beetles in biological control.

KEYWORDS: Predator-prey interaction; Pseudococcidae, camouflage, biological control.

11 INTRODUGAO

1.1 Controle Biolégico de Pragas

O controle biol6gico € uma técnica que envolve o uso de organismos vivos para
reduzir ou suprimir as popula¢des de pragas que causam danos aos seres humanos devido
a sua alta densidade (VAN DRIESCHE et al., 2009). Esses organismos s&o conhecidos
como inimigos naturais, pois geram mudancas diretas ou indiretas permanentes nas teias
alimentares que cercam as pragas (DEBACH, 1964). Varios organismos s&o considerados
inimigos naturais de insetos, a exemplo das aranhas, passaros, tamanduas, anfibios,
répteis, entomopatdégenos (virus, bactérias, fungos, nematoides, etc), além dos proprios
insetos entomo6fagos (BELLOWS; FISHER, 1999; ALVES; LOPES, 2008, PARRA, 2014).
Dentre estes, os entomopatégenos e os insetos entoméfagos (predadores e parasitoides),
s80 0s mais conhecidos e usados no controle biolégico de insetos pragas. Nessa revisdo
de literatura iremos focar nos grupos dos insetos entomo6fagos predadores.

Dependendo de como esses organismos sdo usados no controle, eles podem ser
categorizados em controle bioldgico aplicado e controle natural (por conservagao). No caso
do controle biologico classico aplicado, um inimigo natural exético é introduzido em um
determinado local (pais) para controlar outra espécie também exoética, que necessita de
regulacdo de sua populagdo em novas areas (FISCHBEIN; CORLEY, 2022). Além disso, o
controle biol6gico aplicado aumentativo tem como principio basico aumentar as populagées
de inimigos naturais nativos em campo ou em cultivo protegido por meio da liberacéo
dos mesmos, de forma inundativa ou inoculativa (BUENO et al., 2009; PARRA, 2014).
Um exemplo dos organismos usados neste tipo de sistema, utilizado desde 1965 até a
atualidade no controle de pragas a nivel comercial, &€ a espécie Phytoseiulus persimilis
Athias-Henriot, liberado de forma massal em casas de vegetagéo para controle de moscas
brancas e o acaro rajado (VAN DRIESCHE et al., 2012).

Por ultimo, no controle biolégico natural por conservacéo, todas as agbes sao
tomadas para proteger, manter e aumentar as populagdes de inimigos naturais ja existentes
nas areas, sem a introdugcdo de organismos exoticos (EILENBERG et al., 2001). Esse
método tem por principio utilizar espécies nativas de inimigos naturais que ja ocorrem na
area, através de agdes de sua conservacao no habitat, tais como a ecologia de paisagens

com plantas atrativas ou de refugio nas entrelinhas ou boradura, que fornecem alimento
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alternativo e favorecem a permanéncia dos agentes de controle biolégico na area na
auséncia da presa; bem como a redu¢édo ou modificagéo da utilizagéo do controle quimico,
na tentativa de reduzir a exposicdo (no tempo e/ou no especo) dos inimigos naturais aos
compostos toxicos (PARRA, 2014; FONTES et al., 2020). O controle biol6gico natural é
muito importante no manejo de pragas em diversos sistemas de cultivo, sobretudo em
sistemas de produgd@o organica e/ou ecoldgica, onde existe uma restricdo do uso de
agrotoxicos. Dessa forma, a entomofauna benéfica nativa contribui para o equilibrio natural
das espécies e retardando os surtos de pragas (FONTES et al., 2020).

1.2 Insetos predadores

Os insetos predadores, requerem alimentar-se de outros insetos para completar
seu desenvolvimento, e esses podem ser encontrados em 22 ordens de insetos
(MONTGOMERY, 2011; BELLOWS; FISHER, 1999). Algumas espécies sao predadores
tanto na fase imatura como na fase adulta, a exemplo das libélulas, das tesourinhas, dos
carabideos, de percevejos da sub-familia Asopinae (ex. Podisus nigrispinus DALLAS)
etc, enquanto outras espécies sdo predadoras apenas na fase imatura, como as moscas
Syrphidae, alguns espécies de crisopideos (ex. Cereocrysa spp.), as formiga-ledo
(Myrmeleontidae), apresentado alteracdo na dieta na fase adulta, seja por alteragdo no
aparelho bucal ou por mudanca de preferéncia alimentar (BELLOWS; FISHER et al., 1999).
Entre os grupos de predadores mais utilizados no controle biolégico aplicado, destacam-se
as familias Coccinellidae (Coleoptera), Chrysopidae (Neuroptera), Pentatomidae: Asopinae
e Anthocoridae (Heteroptera) (VAN DRIESCHE et al., 2009). Nessa revisdo iremos focar
nas joaninhas predadoras (Coleoptera: Coccinellidae).

21 JOANINHAS (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE)

Coccinellidade é uma familia de insetos da ordem Coleoptera, conhecida como
joaninhas, caracterizada pela aparéncia vistosa dos adultos e pelos habitos predatérios
da maioria das espécies (MAJERUS, 1994; GIORGI et al., 2009). Existem entre 6000 e
7000 espécies descritas, distribuidas em 360 géneros e 42 tribos (VANDENBERG, 2002;
NEDVED; KOVAR, 2012; SOARES et al., 2023), das quais cerca de 2000 espécies sdo
encontradas na regido Neotropical (ALMEIDA; RIBEIRO-COSTA, 2009; SOARES et al.,
2023). Embora a maioria das espécies (> 90%) de joaninhas seja entoméfaga, nem todas
possuem este tipo de alimentagdo, havendo espécies classificadas como micéfagas e
fitéfagas (MAJERUS, 1994; GIORGI et al., 2009). A preferéncia alimentar das espécies desta
familia pode variar de acordo com a subfamilia a que pertencem. Por exemplo, as espécies
de Coccinellinae sao predadoras predominantes de pulgdes e psilideos; Chilocorinae de
pulgdes e cochonilhas; Ortaliinae de cigarrinhas, psilideos e formigas; Sticholotidinae de
pulgdes e cochonilhas; Scymninae de acaros, pulgdes e cochonilhas (GIORGI et al., 2009).

As joaninhas entoméfagas sdo altamente vorazes e ativas na busca de suas
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presas, tanto na fase larval quanto adulta, sendo, portanto, muito utilizadas para controlar
populagcdes de pulgdes, moscas-brancas, psilideos, tripes, 4caros, cochonilhas, ovos de
alguns lepidopteros e lagartas neonatas (HODEK, 1973; GORDON, 1985; MAJERUS;
KEARNS, 1989; HODEK et al., 2012; MANI et al., 2022). Varias empresas comercializam
esses agentes biolégicos no mundo, em especial no continente Europeu (e.g. Koppert
Biological Systems and Biobest®) e Norte Americano (e.g. Ladybug Direct, Planet Natural).
No Brasil a venda de joaninhas ainda ndo é uma realidade pelas empresas locais (e.g.
Koppert do Brasil, Promip), dessa forma sua utilizagdo por enquanto fica restrita ao controle
biologico por conservagao ou classico, a exemplo de Cryptolaemus montrouzieri Mulsant
que foi importada do Chile para o controle da cochonilha-branca dos citros, Planococcus
citri (Hemiptera: Pseudococcidae) (GRAVENA, 2003).

Com base em seus habitos alimentares e eficacia no controle de outros artrépodes,
as joaninhas tém sido amplamente utilizadas em programas de controle biologico,
através da liberacao inundativas em campo (MASON et al., 2023). Por essa razdo, ndo
€ surpreendente que o primeiro caso de controle biolégico bem-sucedido tenha envolvido
a introducao da joaninha R. cardinalis (Mulsant) e varios outros programas classicos de
controle bioldgico tenham utilizado espécies de joaninhas. A partir dessas liberagcdes bem-
sucedidas, varias espécies de joaninhas foram adaptadas e criadas em massa como uma
estratégia para controlar populacdes de insetos-praga, que normalmente invadem novas
areas (IPERTI, 1999; OBRYCKI et al.,, 2009). Alguns exemplos dessas espécies séo:
Cryptognatha nodiceps (Marshall), Hyperaspis pantherina (Firsch), Rhyzobius lophanthae
(Blaisdell), Chilocorus nigritus (Fabricius) e Chilocorus bipustulatus (Linnaeus), para
controle de cochonilhas. Harmonia axyridis (Pallas), Coccinella septempunctata (Linnaeus)
e Diomus pumilio (Weise) para controle de Sternorrhyncha (OBRYCKI; KRING, 1998;
FIDELIS et al., 2023).

No entanto, os programas de criagdes massais de inimigos naturais e as introdugdes
em campo podem fracassar se ndo se realiza uma correta identificacdo do organismo a
multiplicar ou se desconhece a biologia e ecologia do mesmo (PARRA, 2014). Alguns fatores
reportados que levam a falhas no controle sdo: predagéo intra-guilda, competi¢cdo por nicho
€ recursos com espécies nativas, falta de hospedeiros alternativos, falta de sincronia nos
ciclos bioloégicos do predador e a praga, entre outros (HAJEK et al., 2016). Isto demostra
que é necessario antes da producao e liberagéo de inimigos naturais, conhecer a biologia
do hospedeiro ou presa, e os fatores que participam e modulam a interagdo dos mesmos
no ambiente.

Além do controle bioldégico classico com espécies exoéticas de joaninhas,
existem outros potenciais controladores nativos que fazem parte do controle biologico
conservacionista, onde através de estratégias de manejo da paisagem e controle biolégico
aumentativo, promove-se 0 aumento e estabelecimento de populag¢des de inimigos naturais
nativos das areas de infestagdo da praga. Um exemplo é a joaninha Tenuisvalvae notata
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(Mulsant), nativa da América do Sul e um importante predador de cochonilhas-farinhentas,
devido a sua alta voracidade tanto na fase larval quanto na fase adulta (BARBOSA et al.,
2014).

2.1 Joaninhas Coccidéfagas

Todos os coccinelideos que se alimentam de cochonilhas (Hemiptera:
Sternorrhyncha) séo classificados como coccidofagos (FISHER et al., 1999). Essas
espécies, diferentemente daquelas afid6fagas (predadores de pulgdes), apresentam um
tempo de desenvolvimento menor, que coincide com o tempo de desenvolvimento da
presa (DIXON et al., 1997; MILONAS et al., 2015). Em relagdo a eficiéncia no controle,
as espécies coccidofagas também sao consideradas melhores do que outros predadores
dessa familia, pois sdo mais vorazes e se alimentam constantemente, sem grandes periodos
de inatividade (DIXON; DIXON, 2000). Portanto, apesar de haver um maior nimero de
espécies de joaninhas afiddéfagas descritas, historicamente as espécies coccidéfagas sao
mais usadas na liberacdo contra pragas Sternorrhyncha em todo o mundo (FISHER et al.,
1999; FISCHBEIN; CORLEY, 2022).

Entre as joaninhas com preferéncia alimentar por cochonilhas, destacam-se no Brasil
as espécies C. montrouzieri e T. notata. A primeira é amplamente usada em programas de
controle biologico classico em todo o mundo (JIANG et al., 2009), e a segunda espécie
tem distribuicdo desde o planalto da Colémbia até o norte do Paraguai, apresentando
alto potencial para implementagéo de controle biolégico por conservagdo em areas de
ocorréncia natural (BARBOSA et al., 2014). Ambas se caracterizam por apresentarem
uma cobertura de secre¢do cerosa branca durante as fases de larva e pupa, visualmente
semelhante a cera produzida pelas presas que consomem. Segundo alguns autores, essa
€ uma estratégia de defesa contra seus proprios predadores e parasitoides associados as
presas, além de ser uma estratégia de camuflagem para facilitar a entrada na col6nia das
presas de forma desapercebida, como um “lobo em pele de cordeiro” (POPE, 1979; VOLKL;
VOHLAND, 1996; MAJERUS et al., 2007; PEREZ-RODRIGUEZ; MESSELINK, 2023).
Interessantemente, estudos recentes demonstraram que ndo hé relagdo na constituicdo
quimica da cera destas joaninhas com a de suas presas (DE LA PAVA, 2023).

2.2 Interacao Coccinellidae — Sternorrhyncha

Aresposta dos coccinelideos a esse tipo de presa é semelhante a de outros inimigos
naturais. Eles seguem um padrdo de procura ativa que envolve a localizagéo inicial de
habitats (plantas) onde a presa pode estar, seguida da busca de presas nessas plantas,
ataque, captura, subjuga e consumo das presas (Hodek 1993; Souza et al., 2019). No
entanto, algumas presas capturadas podem nao ser adequadas para a sobrevivéncia e
reproducdo das espécies e até mesmo ser prejudiciais (HATTINGH; SAMWAYS, 1991;
SOUZA et al.,2019). Por exemplo, a joaninha T. notata foi observada sobre col6nias da
cochonilha-do-carmim, Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hemiptera: Dactylopiidae), em
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plantas de palma forrageira, mas essa presa ndo permite que as larvas completem seu
desenvolvimento devido ao acido carminico (BARBOSA et al., 2014). Assim, condi¢cbes
intrinsecas do predador (e.g. idade, fome, preferéncia alimentar, sexo) e ambientais (e.g.
disponibilidade de recurso, temperatura, risco de morte etc.) irdo interferir no consumo das
presas e consequentemente no sucesso do controle biolégico com joaninhas.

A interacdo predador-presa, pelo menos nos adultos de coccinelideos, é mediada
pela captacao de sinais visuais e quimicos associados as presas, com o objetivo de fazer
uma escolha mais adequada para aumentar o sucesso reprodutivo desses individuos. No
entanto, tem sido sugerido que a busca por presas em plantas parece ser aleatéria em
coccinelideos até que haja contato com uma presa (FISHER et al., 1999). Atualmente,
sabe-se que os coccinelideos podem discriminar entre estimulos coloridos (MONDOR;
WARREN, 2000), orientar-se em relacao aos volateis liberados por plantas infestadas com
suas presas regulares, distinguir entre plantas com danos mecéanicos e plantas infestadas
por presas (YOON et al., 2010) e identificar as fases de desenvolvimento de suas presas
na planta (YONEYA et al., 2009).

No caso das espécies coccidofagas, as interagbes sdao mediadas ndo apenas pela
percepcdo de estimulos quimicos, mas também pela producdo de cera, especialmente
nas fases mais vulneraveis do predador, como a larva e a pupa (POPE, 1979; HODEK,
1993). A cera € usada como estratégia de defesa contra a agédo de outros predadores,
como as formigas (VOLKL; VOHLAND, 1996; PEREZ-RODRIGUEZ; MESSELINK, 2023),
e auxilia no processo de forrageamento, evitando uma resposta negativa por parte da presa
(AGARWALA; YASUDA, 2001). Além disso, devido a associagédo dos Sternorrhyncha com
as formigas, devido ao recurso agucarado que eles oferecem, conhecido como “honeydew”
(MAJERUS et al., 2007; HODEK; HONEK, 2009), os coccinelideos apresentam interagdes
competitivas com as formigas, que podem mostrar agressividade tanto em relacdo aos
adultos quanto as larvas. Os adultos podem ser afugentados das col6nias de presas,
enquanto as larvas podem ser predadas. Assim, a interagcdes de coccinelideos no campo
nao se restringem apenas aquelas ligadas as suas proprias presas, mas também as outras
espécies que porventura compdem a teia alimentar onde suas presas estéo inseridas.

31 CONCLUSAO

O controle biol6gico desempenha um papel importante na regulagéo de populagdes
de pragas em agroecossistemas. A introdugéo de inimigos naturais, como os coccinelideos,
€ uma estratégia amplamente utilizada para controlar varias espécies de pragas agricolas
mundialmente. Devido a modificagdes ambientais e introducdo de novas pragas, muitas
espécies de inimigos naturais requerem liberagdes periddicas para aumentar efetivamente
as suas populagdes e promover o controle de pragas em areas alvo.

Para garantir a efetividade do controle biol6gico com coccinelideos, é fundamental
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conhecer a biologia e ecologia desses insetos e as possiveis interacdes na teia alimentar
que serdo inseridos. Fatores como o condicionamento pré-imaginal, a experiéncia individual,
o valor nutricional das presas e as relagdes mutualisticas que as presas apresentam com
outros organismos podem influenciar o comportamento predatério dos coccinelideos e
consequentemente o sucesso do programa de controle biologico. A interacao predador-
presa é frequentemente mediada por sinais quimicos e fisicos, como ceras e volateis,
produzidos pelas presas. No entanto, ainda ha muito a ser descoberto sobre os fatores que
modulam essas interagdes e como o comportamento e desenvolvimento dos coccinelideos
séo afetados ao se alimentarem de diferentes presas.
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ABSTRACT: Snacks are foods that are
increasingly being provided to dogs. The
addition of natural antioxidants in this type
of food improves its nutritional composition
and brings benefits to animal health. The
objective was to evaluate the effects of
natural antioxidants (turmeric and marigold)
on the physicochemical and technological
characteristics and on the shelf life of
canine biscuits made with three sources

Data de aceite: 02/10/2023

of fat (canola, linseed and olive oil). The
parameters analyzed were: antioxidant
activity, lipid oxidation, color and texture
in biscuits with up to 60 days of storage.
The addition of turmeric to the biscuits
increased the antioxidant activity and
intensified the color of the biscuits, although
it did not influence the oxidative stability.
The addition of linseed oil contributed to a
greater formation of maloaldehyde. Storage
reduced the hardness of the biscuits and
increased lipid oxidation. It is concluded
that the addition of turmeric increases the
antioxidant activity, influences the color but
does not influence the oxidative stability and
texture of dog biscuits.

KEYWORDS: ABTS, DPPH, linseed oil,
marigold, turmeric.

CARACTERISTICAS FiSICO-
QUIMICAS E VIDA DE PRATELEIRA
DE BISCOITOS CANINOS COM
ANTIOXIDANTES NATURAIS

RESUMO: Petiscos s&@o alimentos cada
vez mais oferecidos aos caes. A adicao de
antioxidantes naturais neste tipo de alimento
melhora sua composi¢do nutricional e
traz beneficios a saude animal. O objetivo
do trabalho foi avaliar os efeitos de
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antioxidantes naturais (curcuma e caléndula) nas caracteristicas fisico-quimicas, tecnologicas
e na vida de prateleira de biscoitos caninos elaborados com trés fontes de gordura (canola,
linhaca e azeite de oliva). Os parametros analisados foram: atividade antioxidante, oxidagao
lipidica, cor e textura em biscoitos com até 60 dias de armazenamento. A adicdo de curcuma
aos biscoitos aumentou a atividade antioxidante e intensificou a cor dos biscoitos, porém nao
influenciou a estabilidade oxidativa. A adicdo de 6leo de linhaga contribuiu para uma maior
formacé@o de malonaldeido. O armazenamento reduziu a dureza dos biscoitos e aumentou
a oxidacao lipidica. Conclui-se que a adi¢éo de curcuma aumenta a atividade antioxidante,
influencia na cor, mas néo influencia na estabilidade oxidativa e na textura de biscoitos para
cées.

PALAVRAS-CHAVE: ABTS, caléndula, circuma, DPPH, 6leo de linhaga.

11 INTRODUCTION

Snacks for companion animals are becoming popular at the same rate that pets are
increasingly being considered family members (White et al., 2016; Morelli et al., 2020).
These snacks are provided for the purpose of pleasing or rewarding, being classified
specific food or chewable product (BRASIL, 2009). The variety of snacks available on the
market is notorious, which can be presented in extruded, roasted, semi-moist or wet forms,
with a wide range of textures, formats, and flavors. The most popular snack offered to pets
are biscuits and chewable products (White et al., 2016). Biscuits for dogs are dry and hard,
low-calorie foods, composed of cereals, salt, binders and flavor enhancers (Zahra et al.,
2021), and ingredients with therapeutic purposes can be added like mental health promoters
(Ricca, 2020; Marguttti et al., 2022), oral health (Santos et al., 2021) and intestinal health
(Baroncello et al., 2020) among other purposes.

In bakery products, when fats are mixed with flour that has not yet been hydrated,
fat particles surround the flour particles, reducing the elasticity of the dough, which prevents
the dough from shrinking after laminating the cookies. In addition, the fat has a lubricating
action, preventing the products from sticking to the baking sheets and causing a sensation
of melting in the mouth at the time of consumption (Giuffré et al., 2022).

For the manufacture of biscuits, different sources of lipids can be used in the dough,
such as animal fat or vegetable oils, which vary in relation to physical, chemical and
nutritional characteristics. Vegetable oils when used as an alternative to solid fats produce
biscuits with a healthier fatty acid profile (Tarancén et al., 2014). Canola oil, for example,
is mainly composed of oleic acid (65%), linoleic acid (15%) and linolenic acid (4.5%). In
linseed oil there is a predominance of linolenic acid (46.5%), oleic acid (25%) and linoleic
acid (14%), while olive oil stands out for its oleic acid content (75%) (Alves et al., 2019).

However, it is important to consider the inclusion of fats in bakery products from a
nutritional point of view, due to their tendency to oxidation and the consequent formation
of free radicals (Giuffré et al., 2022). Generally, polyunsaturated fatty acids present in
vegetable oils are more prone to lipid oxidation than animal fat. Thus, one way to increase
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the shelf life of biscuits and other high-fat pet foods is to use antioxidants such as synthetic
butylhydroxytoluene (BHT), butylhydroxyanisole (BHA) and ethoxyquin (Campigotto et al.,
2020). However, the use of synthetic antioxidants in foods has been related to deleterious
effects to the human and animal organism. In this way, the search for the replacement of
synthetic antioxidants for natural ones, such as turmeric and marigold, is increasing.

Turmeric (Curcuma longa L.) is an important spice with an intense yellow color
and a strong flavor used in the cuisine of several countries. It has bioactive compounds
known as curcuminoids, represented by curcumin (70%), demethoxy curcumin (20%) and
bisdemethoxy curcumin (10%) (Ma, Du & Wang, 2017). Curcumin is a potent antioxidant
and anti-inflammatory agent with hepatoprotective, anticarcinogenic and antimicrobial
properties (Munekata et al., 2021).

Marigold (Calendula officinalis) is a plant belonging to the Asteraceae family. It
has yellow or orange flowers that are used as food, dye, spice, tea, ointment, or cream
in cosmetics. The species contains a variety of active biological constituents, such as
carotenoids, flavonoids, saponins, sterols, phenolic acids, which have a wide range
of pharmacological effects (AshwlayanVD & Verma, 2018). In this way, the inclusion of
natural antioxidants in dog food aims to protect lipid oxidation during storage and their
biological properties act to promote animal health (Campigotto, et al., 2020). The present
work aims to evaluate the effects of different sources of fat and natural antioxidants on the
physicochemical and technological characteristics and on the shelf life of canine biscuits.

21 MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials

The ingredients for the manufacture of biscuits were purchased from the local market
(Maringa, Parana, Brazil). Folin-Ciocalteau, sodium carbonate, gallic acid, 2,2’-azinobis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical (ABTS), potassium persulfate and
2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl free radical (DPPH) are from Sigma Aldrich (Spruce Street,
St Louis, USA). The other reagents used are analytical grade.

2.2 Characterization of turmeric and marigold

Turmeric and marigold extracts were prepared with 100% methyl alcohol in
proportions of 1:10 (w/v). The supernatant was collected and used for analysis.

The antioxidant activity of turmeric and marigold were determined using the
2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging methods
described by Re et al., (1999) and the scavenging of the free radical 2,2-Diphenyl-1-
Picrylhydrazyl (DPPH) (Li, et al., 2009). Results were expressed as a percentage.

The color was determined in turmeric and marigold using a colorimeter (Konica
Minolta, CR400, China) using a CIELAB scale, measuring L* (100 ¥4 white; 0 ' black), a*
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(+red; -green) and b* (+yellow; -blue) at three distinct points.

2.3 Preparation and characterization of biscuits

The biscuits were prepared with formulations based on rice flour and chickpea flour.
Based on the IC50 value of DPPH (concentration necessary of the antioxidant to reduce
the DPPH radical by 50%), the addition of 0.5% of turmeric or marigold was defined in
treatments T2 and T3 respectively. The treatments were tested:

1. T1CA: biscuit made with canola oil without antioxidants;

2. T1LI: biscuit made with extra virgin linseed oil without antioxidants;

3. T1AZ: biscuit made with extra virgin olive oil without antioxidants;

4. T2CA: biscuit made with canola oil and turmeric;

5. T2LI: biscuit made with extra virgin linseed oil and turmeric;

6. T2AZ: biscuit made with extra virgin olive oil and turmeric;

7. T3CA: biscuit made with canola oil and marigold;

8. T3LI: biscuit made with extra virgin linseed oil and marigold;

9. T3AZ: biscuit made with extra virgin olive oil and marigold.
Ingredients Grams
Rice flour 400
Chickpea flour 220
Distilled water 200
Fat 100
Dehydrated whole egg 50
Sugar 27
Salt 2.5
Antioxidant (except T1) 0.5

Nutritional composition

Moisture (%) 05.82 +0.05
Mineral matter (g 100g™" DM) 02.81 +0.14
Carbohydrates (g 100g™' DM) 64.57 +0.37
Crude protein (g 100g™" DM) 11.47 £0.15
ethereal extract (g 100g™" DM) 16.11 £0.17
Crude fiber (g 100g" DM) 05.05 +0.36

Table 01: Basic recipe to produce dog biscuits (1000 grams) and nutritional composition:

The process of preparing biscuits was carried out in the following steps: weighing
the ingredients, mixing, molding, cutting, and baking in a conventional oven (Suggar
FE1001BR, Brazil) at 200 °C for 12 minutes. After roasting, the biscuits were cooled to room
temperature and packed in polypropylene plastic bags closed by pressing. The biscuits
had a diameter of 4x4cm and a weight of around five grams. The samples were evaluated
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in triplicate at intervals of 0, 15, 30 and 60 days of storage at room temperature. Table 01
shows the formulations of the biscuits and the nutritional composition.

The biscuits of each treatment were ground, and the extracts were prepared with
100% methyl alcohol in the proportions of 1:10 (m/v). To determine the antioxidant activity of
biscuits, 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) scavenging method
as previously described.

Thiobarbituric acid reactive substances (TBA) resulting from lipid oxidation were
determined according to the method of Juncher et al. (2001). TBA values were expressed in
mg of malonaldehyde per kilogram of sample (mg malonaldehyde / kg of sample).

Biscuits from each treatment were ground and homogenized, and the color of the
snacks was performed in each treatment at three different points with the aid of a portable
colorimeter (Minolta CR400) and the color evaluation was based on the CIELAB system.
Texture analysis was performed on the biscuits using a Brookfield-CT Ill texturometer. The
equipment was calibrated in the following settings: Compression; test speed: 5 mm/s; trigger
load: 30 g; probe: TA7; repair: TA-JTPB. The hardness was measured in grams.

2.4 Statistical analysis

The results obtained were submitted to analysis of variance using the statistical
program SISVAR 5.6 (UFLA, MG, Brasil). Means and standard deviation were calculated for
each variable. Antioxidant concentrations (T1: 0%; T2: 0.5% turmeric; T3: 0.5% marigold)
and storage time (0, 15, 30 and 60 days) were considered fixed factors in the factor model for
the variables: antioxidant activity, lipid oxidation, color, and texture. When differences were
statistically significant, Tukey’s test was used with a 5% significance level. The experiment
was repeated three times and analyzes were performed in triplicate.

31 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Characterization of turmeric and marigold

The results regarding the antioxidant activity and color of turmeric and marigold used
as additives in canine biscuits are described in table 02. Turmeric showed higher antioxidant
activity in relation to marigold both by scavenging the DPPH radical and ABTS.
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Tumeric Marigold

Antioxidant activity

DPPH (%) 94.03 + 0.65* 67.90 + 2.60°8
ABTS (%) 66.39 + 0.844 43.74 +0.64°
Color

L 64.15 + 0.268 77.13 £0.26*
a* 13.26 +0.15% 7.32+£0.168
b* 48.92 +0.16° 52.99 +0.16*

*Means with different uppercase letters in the same column have a significant difference (P<0.05).
**Results are expressed as mean + standard deviation, in triplicate.

Table 02: Antioxidant activity and color of turmeric and marigold used in the preparation of canine
biscuits.

The curcumin present in turmeric has an antioxidant function related to the number
of hydroxyl groups in the structure of its aromatic ring. The number of these functional
groups is directly proportional to the free radical scavenging activity of this polyphenolic
compound (Ma, Du & Wang, 2017). Marigold has flavonoids and carotenoids which inhibit
the production of various reactive oxygen species and free radicals due to its ability to inhibit
oxidases, activate antioxidant enzymes, act as a chelator and by transferring electrons to
free radicals (Jan, Andrabi & John, 2017).

From the color analysis, it is observed that turmeric has a lower luminosity value,
greater intensity of red and lesser intensity of yellow in relation to marigold. The marigold
is characterized by having a lesser shade of red and a greater shade of yellow. The
characteristic coloring of these products mainly refers to the presence of carotenoids such
as curcumin present in turmeric and lutein esters predominant in marigold (Rodrigues,
Mercadante & Mariutti, 2018).

3.2 Characterization of biscuits

The antioxidant activity of dog biscuits made with different sources of fat and with the
addition of turmeric or marigold over 60 days of storage is presented in Table 03.

The antioxidant effects of turmeric when used as a food additive are reported by
several authors (Carvalho et al., 2020; El-Sayed et al., 2021; Roy et al., 2021; Yildiz et
al., 2019). Biscuits made with the addition of turmeric (T2) showed scavenging activity of
DPPH and ABTS radicals superior to the standard biscuits (T1) and with the addition of
marigold (T3). Turmeric also has beneficial effects on the health of dogs due to its bioactive
compound, the curcumin. Curcumin has anti-inflammatory effects and stimulates the activity
of several antioxidant enzymes in the blood serum of dogs fed rations containing this
compound (Campigotto et al., 2020). The incorporation of marigold as an antioxidant did not
result in scavenging of DPPH and ABTS radicals at levels higher than biscuits without the
addition of natural antioxidants. Marigold has bioactive compounds with antioxidant activity
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(Table 01), although the content added to the biscuits may have been insufficient.

The antiradical activity of DPPH for biscuits made with turmeric reduced during the
60 days of storage, however, it remained constant for biscuits made with marigold except
for the T3LI treatment. The antiradical activity of ABTS shows that the storage time did not
influence the values obtained. The fat source used did not influence the antioxidant activity
of the treatments. It is observed that the addition of turmeric influences the antioxidant
activity by the DPPH and ABTS methods in biscuits. The lipid sources tested had no effect
on this variable. Storage time can reduce antiradical activity for DPPH.

DPPH (%)
DAY 0 DAY 15 DAY 30 DAY 60

T1CA 10.46 + 0.905¢ 09.25 +2.718 09.63 + 2.575 08.70 + 1.228
TILI 08.87 +2.35% 08.84 +1.77% 08.56 + 1.37% 08.80 + 1.128
T1AZ 09.93 + 1.0080% 08.87 + 1.898 08.71 + 1.728 09.17 +1.158
T2CA 18.18 +0.81% 16.44 + 1.49A% 15.01 + 2.67% 15.51 & 1.43%®
ToLl 19.10 + 1.56% 16.57 + 1534 15.16 + 1.62% 14.52 + 0.99%
T2AZ 18.93 + 0.82% 15.08 + 2.57% 15.77 + 1,85/ 16.36 + 090"
T3CA 09.86 + 0.958 10.24 +1.73% 09.89 + 1.395 09.75 + 1.065
T3LI 11.92 £ 1.77% 10.57 + 2.32% 11.03 = 1.30% 08.02 + 0.66%
T3AZ 11.27 +2.09% 10.68 + 1.34% 09.88 + 1.758 08.81 + 1.158

ABTS (%)

DAY 0 DAY 15 DAY 30 DAY 60

T1CA 04.11 = 0.908% 03.82 +0.288 04.07 +0.848 04.21 + 0.495
TiLI 04.04 +0.678% 03.92 +0.328 04.87 +0.775 04.03 + 0.518
T1AZ 03.40 + 0.420 04.44 + 2.608 04.16 + 0.818 03.78 +0.77%
T2CA 09.47 +1.79% 09.66 + 1.93% 11.43 + 0.48% 09.71 + 1.44%
ToLl 10.15 + 2.69% 09.11  1.03% 10.93 + 1.04% 10.35  2.014
ToAZ 10.80 + 1.16% 09.68 + 0.944 10.13 £ 0.76% 10.54 + 1.63*
T3CA 05.45 + 1.518 04.17 +1.138 05.28 + 0.468 04.65 + 0.535
T3LI 05.21 +0.768% 04.58 +0.758 05.52 + 0.418 04.78 +0.375
T3AZ 04.98 + 0.958¢ 04.00 + 1.0282 04.93 +1.198 04.66 + 0.425

*T1 (biscuits made without the addition of natural antioxidants. T2 (biscuits made with the addition
of 0.5% turmeric) and T3 (biscuits made with the addition of 0.5% of marigold) CA: canola oil; LI:
linseed oil; AZ: olive oil. **Means with different uppercase letters in the same column have a significant
difference (P<0.05). Means with different lowercase letters in the same row have a significant difference
(P<0.05). ***Results are expressed as mean + standard deviation in three true samples per treatment.

Table 03: Antioxidant activity of canine biscuits by the DPPH and ABTS methods with up to 60 days of
storage

Lipid oxidation is one of the most common processes that occurs in food and is
influenced by many factors such as exposure to air, light and temperature, unsaturated
fatty acid content and manufacturing processes (Koztowska et al., 2014). The oxidation
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process results in the modification of the food’s taste and odor, at the same time as the
nutritional value, shelf life and food safety decrease due to the formation of primary and
secondary compounds (Bialek et al., 2016). To verify and monitor the occurrence of this
process, the method adopted in this work considered the analysis of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) based on the concentration of malonaldehyde (MDA). Figure
01 shows the behavior of lipid oxidation of canine biscuits over 60 days of storage.
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Figure 01: Comparative analysis of MDA levels (mg/kg) in canine biscuits samples prepared with up to
60 days of storage.

* T1 (biscuits made without the addition of natural antioxidants. T2 (biscuits made with the addition of
0.5% turmeric) and T3 (biscuits made with the addition of 0.5% of marigold) CA: canola oil; LI: linseed
oil; AZ: olive oil. **Results are expressed as mean + standard error in three true samples per treatment.
***Means with different uppercase letters have a significant difference (P<0.05) between treatments.
Means with different lowercase letters have a significant difference (P<0.05) between days of storage.

Biscuits made with linseed oil (T1LI, T2LI and T3LI) showed higher production of
secondary products of lipid oxidation (malonaldehyde) when compared with biscuits made
with canola oil and olive oil. This is due to the chemical composition of linseed oil, which
has more than 50% of omega 3 (alpha-linolenic acid) in its composition. Omega 3 oxidizes
20 to 40 times faster than oleic acid (found in olive oil) and 2 to 4 times faster than linoleic
acid (Odeh et al., 2021). Despite the consumption of omega 3 brings benefits to human and
animal health. Flaxseed oil has a limited shelf life and low oxidative stability. Storage time
negatively affected the oxidative stability of the biscuits. This difference was even greater
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between 30 and 60 days of storage where there was an increase of more than 35% in the
formation of secondary oxidation products. Other authors also report an increase in lipid
oxidation of biscuits over storage time (Bialek et al., 2016).

Biscuits and crackers have low humidity, high lipid content and a large surface
area, which facilitates the action of pro-oxidizing agents such as light and oxygen, leading
to the degradation of fatty acids contained in the food over the shelf life (Gebreselassie
& Clifford, 2016). The addition of turmeric or marigold as sources of natural antioxidants
was not effective in reducing the formation of lipid oxidation products in dog biscuits.
During the cooking, several physical and biochemical reactions take place, like water
evaporation, protein denaturation, partial gelatinization of starch, Maillard reactions, and
dough deformation (Chevallier et al., 2000). The high temperature to which the biscuits
were subjected during baking can reduce the antioxidant capacity of turmeric and marigold
and increase the oxidation processes of vegetable oils added to the mass. This way, the
oxidative stability of the biscuits was not influenced by the added antioxidant, only the fat
source and storage period.

Dogs use their sense of smell and taste to select foods to eat. Although color is for
dogs a factor of little significance in food preference, it is one of the most attractive sensory
factors for tutors at the time of purchase (Gomez Baquero et al., 2018). The biscuits showed
differences in color, as shown in table 04. The luminosity of the biscuits was higher for
those prepared without the addition of antioxidants, followed by biscuits with the addition of
marigold and turmeric. With storage time, there was a tendency to reduce luminosity. The
a* scale indicates that the biscuits presented a green color while the b* scale indicates that
all of them presented a yellow color. The presence of canola oils, linseed and olive oil did
not influence the color of the biscuits, although the addition of the antioxidant compound
provided a difference between the treatments. The addition of turmeric provided stronger
coloration in the a* and b* scales, followed by the addition of marigold.
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COLOR

L*
DAY 0 DAY 15 DAY 30 DAY 60
T1CA 84.07 +2.23" 81.29 + 0.95% 81.75 + 1.91482 83.20 + 3.06"
T1LI 84.07 +2.20" 79.67 + 1.78A8Ck 82.68 + 2.324% 82.61 + 3.03/BC
T1AZ 84.02 + 1.57" 80.46 + 1.9472 83.02 + 2.25% 82.73 x 4.4118a
T2CA 81.24 +3.99¢ 77.43 +2.09¢P2 79.81 +1.41¢a 80.01 + 3.195F
T2LI 82.09 + 2.095¢a 75.97 £2.31% 79.87 +1.62¢ 79.72 + 3.61
T2AZ 81.28 + 3.27¢ 77.83 +2.39¢P= 80.77 + 1.518Ca 79.92 +3.017
T3CA 81.66 + 2.838¢a 79.30 + 2.3448Ca 81.72 + 3.274% 80.87 + 1.86"FF
T3LI 82.71 + 2.56/C2 77.42 +3.72°% 81.30 +1.93#BC 81.29 + 3.26 CDEP
T3AZ 83.23 + 1.34"6 78.15 + 0.608CP° 79.75 +0.85% 81.82 + 2.528C0a
a*
T1CA -1.01 £ 0.265% -0.77 +0.30% -1.09 £ 0.170® -1.30 + 0.4482
T1LI -1.40 + 0.458 -0.18 £0.79% -1.27 £0.32¢P= -1.39 £ 0.70°2
T1AZ -1.08 + 0.685 -0.68 + 0.26° -1.73 £ 0.16¢Pa -1.44 + 0.418
T2CA -6.74 +1.88% -4.58 +0.8285 -6.07 + 0.5448:0 -6.12 £ 1.63%%
T2LI -7.27 £0.91% -3.33 + 1.34% -5.46 + 0.57° -5.79 +2.66%
T2AZ -6.89 + 1.55% -4.94 +1.49% -6.35 + 0.164%® -6.01 £ 1.79%
T3CA -1.21 £0.93% -1.28 £1.13¢% -1.89 +1.25¢ -1.56 +0.67°
T3LI -2.00 £ 1.1182 -0.00 + 1.69% -1.54 +0.32¢P= -1.63 £ 0.72°
T3AZ -2.22 +0.23" -1.09 + 0.40% -1.89 £ 0.41¢ -2.07 +0.55°
b*
T1CA 24.80 + 1.46° 26.86 + 0.92° 26.31 £1.13¢ 24.48 + 2.59¢P=
T1LI 26.53 + 1.790% 28.86 +0.71¢ 26.11 + 2.54°0 26.58 +2.020%
T1AZ 24.86 + 1.04¢=0 26.33 +0.89 24.52 +1.67°%® 23.21 +1.79™
T2CA 53.81 +2.39% 52.73 +1.48 54.60 + 0.60% 53.68 + 1.38"
T2LI 55.15 + 3.36" 51.72 + 2.03" 54.59 + 0.57% 53.88 £ 1.114%
T2AZ 54.14 +0.61% 52.51 +1.96% 53.63 +1.76% 53.17 £ 1.15%
T3CA 33.78 £ 2.148a 36.34 + 1.085 35.20 + 1.518a 35.01 +2.6452
T3LI 34.88 + 2.06% 37.53 +1.108a 36.16 +2.03%° 35.39 + 1.828
T3AZ 34.27 +2.24% 37.11 +0.635 35.51 + 1.238® 33.87 +2.43%

* T1 (biscuits made without the addition of natural antioxidants. T2 (biscuits made with the addition

of 0.5% turmeric) and T3 (biscuits made with the addition of 0.5% of marigold) CA: canola oil; LI:

linseed oil; AZ: olive oil. **Means with different uppercase letters in the same column have a significant
difference (P<0.05). Means with different lowercase letters in the same row have a significant difference
(P<0.05). ***Results are expressed as mean + standard deviation in three true samples per treatment.

Table 04: Color stability of canine biscuits during storage.

shown in figure 02.

The texture of canine biscuits was evaluated by the hardness parameter (g) and is
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Figure 02: Comparative analysis of hardness levels (g) in canine biscuits samples made with 60 days of
storage.

*T1 (biscuits made without the addition of natural antioxidants. T2 (biscuits made with the addition of
0.5% turmeric) and T3 (biscuits made with the addition of 0.5% of marigold) CA: canola oil; LI: linseed
oil; AZ: olive oil. **Results are expressed as mean + standard error in three true samples per treatment.
***Means with different uppercase letters have a significant difference (P<0.05) between treatments.
Means with different lowercase letters have a significant difference (P<0.05) between days of storage.

Generally speaking the proportion of ingredients contained in the mass can determine
the mechanical properties of the biscuits and thus affect the final texture of the product. In
all treatments. the same proportion of vegetable oil was added to the dough, this way, there
was no difference in the hardness of the biscuits when compared to the source of oil used
(canola oil, linseed oil or olive oil). Regarding storage time, the biscuits showed a reduction
in hardness after 15 days of storage, which remained at 30 days. Between 30 and 60 days
of storage, there was a reduction of hardness above 20%. Other authors have also reported
reduced hardness in biscuits with increasing shelf life (Shafi et al., 2022; Bhat et al., 2018).
Exposure to oxygen and air humidity can adversely affect the texture of biscuits, decrease
in hardness over time. This way, the packaging of this product must be carried out to reduce
the exposure of the food to these conditions.
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41 CONCLUSIONS

The addition of natural antioxidants can increase the antioxidant activity of canine
biscuits; however, it was not able to maintain oxidative stability. The addition of linseed
oil to biscuits resulted in greater formation of secondary oxidation products. Storage time
influenced the hardness and oxidative stability of canine biscuits for all treatments.
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RESUMO: Uniformizar os procedimentos
e decisoes clinicas a respeito da execugéo
da eutanasia € um procedimento clinico
necessario e de rotina. O objetivo
deste estudo foi detectar quais os
fatores que implicam na decisdo de
médicos veterinarios, académicos de
medicina veterinaria, produtores rurais
e colaboradores da pecuaria e outros
técnicos do setor agro em optar pela
eutanésia de bovinos. O estudo realizou-se
no periodo de janeiro e fevereiro de 2022,
abrangendo estados onde a bovinocultura
se faz presente, mediante a aplicagcdo de
um questionario on-line, difundido por redes
sociais ao publico alvo. Os resultados foram
compilados e posteriormente foi realizada a
analise qualitativa e quantitativa dos dados
aplicando estatistica descritiva, por meio
de planilha eletronica Excel® e método de
“Nuvem de Palavras”, através do programa
Word Cloud Explorer. De um total de 234
participantes da pesquisa, 55,6% eram do
sexo feminino e 44,4% do sexo masculino.
Na questdo sobre o que os entrevistados
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levavam em consideracdo para optar pela eutanasia pode-se observar que veterinarios e
académicos, na sua maioria, utilizaram a palavra “tratamento”. Por outro lado, outros técnicos
do setor agro juntamente com produtores rurais e colaboradores fizeram uso, em sua
maioria, da palavra “sofrimento”. Quando os médicos veterinarios e académicos de medicina
veterinaria foram confrontados se haviam ou néo recebido instru¢des na graduagao quanto ao
conhecimento da ética médica e tomada de deciséao em relagéo a eutanasia, 58,1% afirmaram
que sim. Ao serem questionados sob sua percepcao da pratica da eutanasia animal, 37,2%
dos entrevistados a considera necessaria ao bem-estar animal, porém dificil de ser realizada.
Fica evidenciado através desta pesquisa que a pratica da eutanasia & necessaria ao bem-
estar animal, mas dificil de ser realizada. Os fatores que mais interferem no seu processo
decisional sdo o tratamento e o sofrimento animal.

PALAVRAS-CHAVE: bovinocultura, ética, morte, médico veterinario, produtor rural.

ELEMENTS THAT INFLUENCE DECISION MAKING ABOUT EUTHANASIA IN
CATTLES

ABSTRACT: Standardizing clinical procedures and decisions regarding euthanasia is
a necessary and routine clinical practice. The aim of this study was to identify the factors
that influence the decision-making process of veterinarians, veterinary students, cattle
producers, and other agricultural professionals when opting for euthanasia in cattle. The
study was conducted in January and February 2022, covering regions where cattle farming
is present, through the application of an online questionnaire, distributed via social networks
to the target audience. The results were compiled, followed by qualitative and quantitative
data analysis using descriptive statistics, performed using Microsoft Excel® spreadsheet
and the “Word Cloud” method, facilitated by the Word Cloud Explorer program. Out a total
of 234 survey participants, 55.6% were female, and 44.4% were male. In response to the
question regarding the factors considered when opting for euthanasia, it was observed that
veterinarians and veterinary students mostly used the term “treatment”. On the other side,
other agricultural professionals, cattle producers, and collaborators predominantly used the
term “suffering”. When veterinarians and veterinary students were asked whether they had
received instructions during their education studies regarding medical ethics and decision-
making concerning euthanasia, 58.1% affirmed that they had. When questioned about their
perception of the animal euthanasia, 37.2% of respondents considered it necessary for animal
welfare but challenging to execute. This research underscores that euthanasia is necessary
for animal welfare but poses significant challenges. The factors influencing the decision-
making process are treatment and animal suffering.

KEYWORDS: cattle farming, death, ethic, rural producer, veterinarian.

11 INTRODUGAO

O Brasil, por se tratar de um pais que produz e exporta grandes quantidades de
carne bovina, tem buscado valorizar o planejamento agropecuario, controle e gestao de
fazendas voltadas a criacdo de gado de corte. Dessa forma, o produtor tenta maximizar
o lucro obtido, seja por meio da redugd@o de custos ou aumentando a escala de producao
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(ARAUJO et al., 2012). Do mesmo modo, a cadeia produtiva do leite no pais tem passado
por importantes transformagdes nos ultimos tempos, onde houve o aumento do consumo e,
por sua vez, da producdo, acompanhados pela intensa moderniza¢ao tecnologica do setor
(ROCHA; CARVALHO, 2020). Por conta disso, em ambos os mercados cresceram também
as exigéncias pertinentes ao bem-estar animal, onde o modelo de producdo adotado em
cada situacdo requer constantes atualizagbes (ROSA et al., 2021).

Na atualidade muito se tem discutido a respeito do bem-estar animal, onde se
observa uma sociedade cada vez mais exigente em relacéo a procedéncia dos produtos
de origem animal consumidos (ROSA et al., 2021). No Brasil existem legislacées de ambito
federal, estadual e municipal referentes ao cumprimento de regras que o promovam,
porém, deve-se atentar para o manejo humanitario, consciente, ético e respeitoso para que
seja possivel conquistar o0 mercado internacional e conceder uma vida digna aos animais
de produgéo (DANIELI, 2019).

O médico veterinario é o profissional responsavel que deve considerar se esta ou
ndo sendo promovido o bem-estar nos diferentes sistemas de producdo e, em casos de
nao conformidade ao que compete as liberdades do animal, deve estipular a condi¢cao de
sobrevida que este dispde. No entanto, € comum a ocorréncia de casos em que € optado
pelo prolongamento desnecessario da vida, ocasionando dor e sofrimento psicolégico ao
paciente, através de medicamentos ou procedimentos que ndo a diminuem e nem exercem
seu tratamento. Este processo é denominado de distanasia, sendo considerada de cunho
antiético, pois ndo provera qualidade de vida digna ao animal que ja esta debilitado (FELIX
et al., 2013).

O termo eutanasia, derivado do grego eu (bom) e thanatos (morte), traduzido
como “boa morte” ou “morte sem sofrimento”, esta intimamente ligado ao bem-estar animal.
Sua execugdo em momento oportuno é de extrema necessidade na criagdo de animais
de producgédo, onde a tomada da decisao de procedé-la é multifatorial e complexa, sendo
desafiador garantir que se realize no momento certo (MULLINS et al., 2017).

Nos sistemas de producao agroindustriais a eutanasia € uma pratica que deve ser
priorizada aos individuos que estdo em constante sofrimento, uma vez que é inaceitavel
permitir que um animal padeca. Manter no plantel determinado ser que néo esteja saudavel
e ndo apresente chances de melhora, mesmo com tratamento, € uma decisédo errada.
Além de se tornar uma fonte de infec¢édo para os demais, pode permanecer em sofrimento
desnecessario, 0 que acarreta em aumento dos custos de produ¢éo e gastos com mao-de-
obra, vindo a diminuir o lucro da propriedade. Assim sendo, se faz de extrema necessidade
um rapido diagnoéstico para se decidir ou ndo pela eutanasia (ALVES et al., 2020).

Uniformizar os procedimentos e decisdes clinicas a respeito da execucdo da
eutanasia, sendo essa um procedimento clinico necessario e de rotina, cabe ao médico
veterinario sua implantacao na propriedade rural e instrucdo aos produtores. Sabe-se que
0s pacientes submetidos a esse procedimento sdo seres sencientes, logo, capazes de
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sentir, interpretar e responder a estimulos dolorosos e ao sofrimento. Por conta disso,
surge a necessidade de se estabelecer diretrizes e normas que garantam o bem-estar
animal e estas fagam jus a ética profissional (CFMV, 2012b).

E importante ressaltar que ndo ha nenhuma formula especifica para cada caso na
escolha da eutanasia, sendo um aspecto variavel, de acordo com o clinico responsavel. No
entanto, alguns fatores devem ser levados em considera¢gdo como animais portadores e
disseminadores de zoonoses que se tornam uma ameaca para os demais e também ao ser
humano; e quando o custo do tratamento ndo é viavel, de acordo com o valor estimado do
animal (PAIVA, 2016). Dessa maneira, em qualquer hipétese, o bem-estar e a seguranca do
individuo, bem como a seguranca dos profissionais envolvidos devem ser prezadas (CFMV,
2012b).

21 BEM-ESTAR ANIMAL (BEA)

O estopim das acdes a favor do BEA ocorreu no ano de 1964, com a publicacdo
do livro Animal Machines de Ruth Harrison, o qual ocasionou uma forte repercussao do
assunto sobre a populacéo. O livro retratava o descaso com os animais de produgéo que
eram tratados como méaquinas e ndo como seres vivos. Em resposta ao acontecido houve
a criagdo do “Comité Brambell” em 1965, liderado pelo médico veterinario britanico Rogers
Brambell, o qual enfatizou a importancia do entendimento da biologia dos animais, bem
como suas necessidades e expressdo de comportamentos especificos. O documento
gerado a partir dai mais tarde deu origem ao que conhecemos como “As cinco liberdades”
(BROOM, 2011a).

O conceito para definicido de BEA mais aceito foi o criado por Broom (1986),
sendo definido como “o estado de um individuo durante suas tentativas de se ajustar ao
ambiente”. Por ser complexo e multifacetado, o BEA envolve diferentes dimensdes, sendo
elas cientificas, éticas, econémicas, culturais, sociais, religiosas e politicas. Além disso,
envolve diversas areas do conhecimento por ser uma ciéncia multidisciplinar, com interface
na etologia, fisiologia, psicologia, reproducdo, saude, dentre outras. Por conta disso,
envolve questdes morais e técnico-cientificas, ao passo que é ascendente o interesse da
populagdo com relacédo a qualidade de vida dos animais (CEBALLOS; SANT’ANNA, 2018).

No meio cientifico o bem-estar animal é descrito como uma qualidade
potencialmente mensuravel de um animal vivo em uma determinada etapa de sua vida
(BROOM, 2011b). Nesse contexto, deve-se entendé-lo como uma qualidade inerente a
este, que se refere ao estado de adaptagéo do individuo ao ambiente que lhe € imposto. E
através de caracteristicas biolégicas como produtividade, reproducéo, taxa de mortalidade,
alteracéo de comportamento, atividade adrenal, grau de imunossupressao e incidéncia ou
severidade de ferimentos ou moléstias que o BEA pode ser mensurado cientificamente
(SANTOS; NEVES; RIBEIRO, 2021).
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As decisbes tomadas a respeito da promocédo do BEA sdo, na sua maioria,
baseadas na ética profissional, como é o caso da pratica da eutanasia, essa com finalidade
de cessar o sofrimento de um organismo que ja ndo dispde de qualidade de vida digna.
Ainda, a respeito disso tém-se o exemplo do manejo pré-abate, onde se busca manter o
animal em menor estresse possivel e promover o correto atordoamento, a fim de evitar seu
padecimento (BROOM, 2011b).

2.1 AS CINCO LIBERDADES

Animais que enfrentam dificuldades para se adaptar a ambientes que néo
atendem as suas necessidades fisicas, comportamentais e psicologicas acarretam em
menor produtividade e lucratividade. As tentativas de adaptagéo continua a um ambiente
desafiador resultam em alto custo biol6gico para o organismo, comprometendo assim os
indices produtivos. Por conta disso, a fim de reduzir as taxas de morbidade e mortalidade
e melhorar a sanidade do rebanho é prezado pela redugéo dos conflitos entre os sistemas
de producgéo e a demanda dos individuos (BRAGA et al., 2018).

Com o intuito de analisar o grau de BEA tem-se disposto da avaliagdo das cinco
liberdades baésicas, responsaveis pela sua promocado. Essas liberdades, ou auséncia
de agentes estressores, sao tidas como o animal estar livre de fome e sede (liberdade
nutricional); livre de qualquer tipo de dor ou doenca (liberdade sanitaria); livre de desconforto
(liberdade ambiental); livre para expressar seu comportamento natural (liberdade
comportamental); e livre de estresse, medo e ansiedade (liberdade psicolégica). Se faz
de extrema necessidade que o avaliador disponha do conhecimento destes conceitos e
os aplique de forma adequada a fim de mensurar o quao esta sendo efetiva a tentativa de
preservar o BEA (AZEVEDO et al., 2020).

Porém, o uso destes 5 dominios jamais alcancara o seu apice, visto que sao
almejados como garantia do BEA e encarados como metas do que o sistema de producéo
ou o criador deve fazer. E praticamente impossivel que se consiga zerar todo ou qualquer
tipo de agresséo ao individuo, onde mesmo no seu habitat natural deve passar por situagées
de estresse para fugir de seus predadores. Assim sendo, a biologia e fisiologia tornam-se
essenciais a sua sobrevivéncia (MELLOR, 2016).

2.2 INDICADORES DE AVALIAGAO DO BEA

Por definicédo, o BEA se apresenta como o estado do individuo frente as suas
tentativas de se adaptar ao ambiente em que vive ou lhe é imposto. Com base nisso,
maior sera a dificuldade de se adaptar se aumentar o desafio imposto a estes e, por
consequéncia, menor sera o grau de bem-estar. O ser humano, com a finalidade de uma
avaliacdo mais fidedigna referente ao grau de desafio que um certo sistema de producéo
impde aos animais a si submetidos, buscou considerar o estado do animal de forma objetiva
e separada de questdes éticas. Para tanto foram desenvolvidas técnicas de diagnéstico
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baseadas em respostas fisiolégicas e de comportamento, associando-as a sua condicdo
sanitaria (BROOM; MOLENTO, 2004).

Como método diagnoéstico, principalmente para validacdo de pesquisas, tém-
se avaliado os parametros fisiolégicos de um n amostral do rebanho a ser estudado. As
frequéncias cardiaca e respiratoria sdo variaveis de eleicdo ao que diz respeito ao Sistema
Nervoso Autébnomo (SNA), por serem de carater objetivo e que geram respostas a curto
prazo. Além deste, a mensuracao de horménios adrenocorticais demonstra a consequéncia
de vérios estimulos expressos pelo organismo, principalmente o cortisol. Este tem sido
eleito como uma maneira de demonstrar a resposta as praticas de manejo executadas em
um rebanho (BOND et al., 2012).

Se mostra muito importante, ainda, o conhecimento a respeito do comportamento
animal, visto que também é um instrumento na mensuragéo do BEA, vindo a corroborar
com os métodos objetivos. Os indicios de que um bovino esteja passando por situagéo
estressante ou que cause dor podem ser evidenciados através da percepg¢do de
alteracdes de postura, do modo como locomove-se, 0 quao temperamental se demonstra
frente a determinada situacdo (MELLOR; STAFFORD, 2004). Cada espécie apresenta
comportamento especifico, sendo este padronizado como natural quando expresso de forma
livre na natureza, por trazer prazer ou pelo correto funcionamento fisioldégico. De acordo
com as condi¢des das instalacbes estes seres expressam determinado comportamento
que, ao ser diferente do normal para a espécie, indica a deficiéncia no sistema de criacéo
na promocgao do bem-estar animal (OLIVEIRA et al., 2021).

2.3 LEGISLACAO

Com a finalidade de atender a demanda cada vez mais exigente do mercado
ao que se refere ao bem-estar animal, os produtos que provém de animais tém sido
originados de sistemas que garantem o mais alto grau de bem-estar, a fim de agregar
valor a si proprios. Por conta da demanda social por esses produtos foram elaboradas leis
especificas a respeito do bem-estar, dando origem a diferentes barreiras sanitarias entre os
paises. Assim, torna-se importante maiores pesquisas pertinentes ao diagnoéstico do nivel
de bem-estar gerado em um sistema de produgcédo, bem como subsidiar a elaboragéo de
leis e o seu controle (BOND et al., 2012).

No Brasil, a legislacao vigente pertinente ao BEA é a Instrucdo Normativa n° 56, de
6 de novembro de 2008. Esta estabelece os procedimentos gerais de Recomendacdes de
Boas Praticas de Bem-Estar para Animais de Producéo e de Interesse Econdmico (REBEM),
abrangendo os sistemas de producgéo e o transporte. Ela estabelece alguns principios como
garantia do bem-estar, que estdo ancoradas as Cinco Liberdades, tais como proceder ao
manejo cuidadoso e responsavel nas varias etapas da vida do animal, desde o nascimento,
criagé@o e transporte. Ainda, possuir conhecimentos basicos de comportamento animal a
fim de proceder ao adequado manejo; proporcionar dieta satisfatéria, apropriada e segura,
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adequada as diferentes fases da vida do animal; assegurar que as instalagbes sejam
projetadas apropriadamente aos sistemas de produgéo das diferentes espécies, de forma
a garantir a protecéo, a possibilidade de descanso e o bem-estar animal. Quanto ao manejo
de transporte, fazé-lo de forma adequada para reduzir o estresse e evitar contusdes e
o sofrimento desnecessario; e manter o ambiente de criagdo em condi¢cdes higiénicas
(BRASIL, 2008).

31 COMPORTAMENTO ANIMAL

O comportamento animal pode ser denominado como adaptac¢des do individuo
ao meio em que esta inserido. Ndo é apenas uma maneira deste se expressar, mas tem
especificas fungdes, onde em cada situagdo haverd a demanda de um determinado
comportamento. Conforme a literatura, € por meio dos sentidos, tais como a visao,
audicao, olfato, tato e paladar que eles interagem com o0 meio e expressam determinado
comportamento. E necessaria muita observagao e experimentacéo para seu estudo eficaz,
devendo ser praticado no seu contexto natural (SCOTT, 2004).

Os bovinos tém a caracteristica de viverem em manadas em seu habitat natural,
ndo sendo diferente nos sistemas de produgédo intensivos impostos pelo homem. A
interacdo destes caracteriza o comportamento de carater social onde, pelo menos, dois
individuos de diferentes ou de uma mesma espécie interagem entre si. Essas interagdes
podem ser agonisticas (comportamentos agressivos: egoismo, competicdo) e n&o-
agonisticas (comportamentos “amigaveis”: altruismo, cooperacgéo) (BROOM, 1991). E por
intermédio da primeira que se origina a hierarquia dentro de um plantel, estabelecendo os
niveis de dominéancia. A criagdo dentro da manada dessa “piramide social” é extremamente
necessaria para que haja uma melhor protecdo contra predadores, maior eficiéncia
alimentar, facilidade de acesso potencial de parceiros sexuais e defesa mais bem-sucedida
de recém-nascidos (MIRANDA-DE LA LAMA; MATTIELLO, 2010).

Além do carater social pode-se diferenciar entre os individuos seu temperamento,
em resposta a estimulos recebidos, onde o grau de reatividade resulta da agao provocada
pelo medo, nesse caso, em resposta a interagdo humana. Muitas vezes, esse grau de
reatividade do animal ocorre em virtude das mudancgas de ambiente, desencadeando uma
série de alteracdes no sistema nervoso e enddcrino. Estudos demonstram que os melhores
indices de ganho de peso estéo ligados a animais de temperamento mais calmo, visto que
0s mais agitados tendem a ingerir menor quantidade de alimento (GRIGNARD et al., 2001).

Acaréncia de comportamentos naturais € um indicador de que o BEAn&o esta sendo
alcancado. Quando o animal, ou um grupo deles, apresenta situacbes de agressividade e/
ou estereotipias sinalizam um forte indicio de que sofreram ou ainda sofrem algum tipo
de frustragcdo. Essas frustragbes sdo um importante indicador do bem-estar, por serem

designadas como uma atividade anormal ndo expressa pela espécie na natureza (MASON,
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1991).

Ao que se refere ao comportamento de bovinos, estes tém por caracteristica a
adaptacao sob diversas condicées de alimentagcdo, manejo e ambiente, acarretando na
alteracéo do comportamento de ingestao, com objetivo de alcangar e manter determinado
nivel de consumo conforme suas exigéncias nutricionais. Por conta disso, € inevitavel a
geracéo de estresse nesta adaptacdo, onde esses fatores estressantes podem interferir
na homeostase organica e no sistema imunologico, vindo a comprometer sua capacidade
produtiva, provocando maior suscetibilidade a doencas (VAHL, 2020).

41 EUTANASIA

Conforme a literatura, a pratica da eutanasia consiste em dar fim a vida por meio
de métodos que induzem a rapida inconsciéncia e morte do individuo, sem sofrimento,
ja que a proépria origem grega do termo eu (boa) e thanatos (morte) indica que a acao
deve ocorrer sem angustia nem sofrimento. Ha varios métodos para sua pratica, mas é
ressaltado que os Unicos aceitos sdo de carater humanitario e que néo causem dor, asfixia
ou desconforto, sendo os mais aceitaveis aqueles que ocasionam paradas respiratoria e
cardiaca simultaneamente (AGOSTINHO; PALAZZO, 2009).

Nos sistemas produtivos sempre havera a necessidade de eliminar animais
doentes ou com presenca de ferimentos, que acabam por néo ter expectativa de vida
digna para que se possa levar o tratamento a diante. Na maioria das vezes o método
de insensibilizacdo e eliminacdo é escolhido pelo préprio produtor, que nem sempre opta
pelo mais apropriado ou possui os conhecimentos técnicos necessarios para emprega-lo
corretamente. Portanto, deve-se instrui-los na escolha de um método que acarrete em
insensibilizagédo imediata (subita perda da consciéncia) e uma morte rapida (DALLA COSTA
et al., 2019).

Ao que se refere a certas doencas, como por exemplo a tuberculose, muitas
vezes o tratamento torna-se complexo, gerando desconforto ao paciente e alto custo
ao proprietario. Além disso, tanto na produgdo animal quanto na medicina de pequenos
animais estao presentes diversas moléstias de carater zoonético que culminam em eliminar
os portadores a fim de ndo dissemina-las, tendo grande participacéo na satde publica. E
preciso que o médico veterinario responsavel pelo caso exerca seu papel de minimizar o
sofrimento com muita ética e tato em relacdo ao proprietério, visto que, muitas vezes, é
uma situacéo delicada que envolve aspectos psicoldgicos, tanto do proprietario quanto do
profissional (SANTOS; MONTANHA, 2017).

4.1 DEFINICOES

Dentro do grande conceito da eutanésia desenvolveram-se vérias definicdes a
respeito de sua execugdo. Desse modo, designa-se como natural a morte sem interferéncia
externa; a morte provocada acontece pela agcao do ser humano, com o objetivo de cessar o

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 3

32



padecimento do individuo, findando a vida de forma direta ou indireta. Quando provocada,
a eutanasia tem mais duas subdivisdes: autdnoma, quando o enfermo comete suicidio (no
caso de humanos); e heterbnoma, quando outra pessoa coopera para o término da vida
(SILVA et al., 2020).

Dentre o amplo uso do termo eutanasia, a literatura traz outros conceitos pertinentes
a esse tema, como é o caso da distanasia, palavra esta que designa o prolongamento
exagerado da vida de um individuo moribundo, onde a atitude do profissional da saude
responsavel, apesar de ter como objetivo salvar a vida deste, o submete a grande
sofrimento por meio de terapias impostas, prolongando sua vida a qualquer custo. Por
outro lado, a ortotanasia € o procedimento em que ndo existe mais fonte de cura para o
paciente, deixando com que a morte chegue quando o organismo n&o possa mais sustentar
a vida, sem a interferéncia de aparelhos ou métodos que possam adiar a morte. Outro
termo muito utilizado para explicar a morte miseravel dos excluidos é a mistanasia, caso
esse muito comum de acontecer com animais de rua que néo tém acesso a condi¢cbes
basicas de sobrevivéncia como alimentagéo e cuidados com a salde, resultando em morte
com sofrimento e prematuridade (SOUZA et al., 2019).

4.2 ASPECTOS PSICOLOGICOS

Na medicina veterinaria, muitas vezes, depara-se com situagées complexas visto
a intima relagcdo que se tem com o paciente e o proprietario, o que demanda de intenso
profissionalismo, sensibilidade e preparo emocional. Conforme a literatura, o veterinario
encontra-se em situacao Unica de facilitar as ligagdes entre homens e animais. A pratica da
eutanasia, justificavel com base no bem-estar animal, néo ¢ livre de efeitos colaterais onde,
muitas vezes, ocorrem alguns danos psicolégicos nas pessoas envolvidas. Apesar de ser
inevitavel em uma rotina hospitalar ou mesmo a campo, as vezes € comum situagdes em
que o paciente é tratado com certa indiferenca por profissionais mais experientes, um
fendmeno conhecido como dessensibilizagcédo (PULZ et al., 2011).

Amedicina veterinaria é a nica area da saude onde o profissional pode recomendar
e realizar a eutanasia de seus pacientes, sendo este processo um fator emocionalmente
desgastante e estressante, o que pode predispor a sindromes psicolégicas. E grande a
cobrancga entre os profissionais por salvar vidas, onde as extinguir pode se tornar um fardo
insustentavel. Deste modo, a depresséo e o remorso de ter que sacrificar tantos animais,
por vezes, faz com que o profissional recorra ao suicidio em uma tentativa frustrada de
buscar alivio a suas dores e sofrimentos (MEEHAN; BRADLEY, 2007).

Muitos sentimentos sao desenvolvidos, com o passar do tempo, ao atuar nesse
meio. E comum as pessoas exprimirem tristeza, impoténcia, sensacéo de alivio por findar
o sofrimento, compaixdo, inseguranca, frustracdo e responsabilidade. Ainda, podem
surgir sinais fisicos e psiquicos como ansiedade, irritabilidade, angustia, cansago e dores
musculares, estes relatados por profissionais e estudantes que praticam a eutanasia (PULZ
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et al., 2011). Assim sendo, os impactos psicolégicos deste procedimento ndo podem ser
desconsiderados e medidas que 0s minimizem s&o necessarias (CFMV, 2012b).

4.3 LEGISLACAO

Alegislacdo que dispde de procedimentos e métodos de eutanésia em animais é a
Resolugéo n°® 1.000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV). Esta considera a eutanasia um procedimento clinico, de responsabilidade
do médico veterinario, necesséaria, empregada de forma cientifica e tecnicamente
regulamentada, sempre seguindo os preceitos éticos cabiveis. Também considera que os
animais submetidos a eutanasia sdo seres sencientes e que os métodos aplicados devem
atender aos principios de bem-estar animal (CFMV, 2012a).

Conforme o Artigo 3° desta legislagéo, a eutanasia pode ser indicada nas situacoes
em que o bem-estar do animal estiver comprometido, sendo o quadro clinico irreversivel,
com o objetivo de eliminar a dor ou o sofrimento do individuo, o qual ndo pode ser controlado
ou amenizado por meio de farmacos analgésicos, sedativos ou de outros tratamentos.
Também é indicada em casos que o animal constitua ameacga a saude publica ou mesmo
risco & fauna nativa ou ao meio ambiente. E uma obrigatoriedade sua aplicagdo em animais
utilizados em pesquisas cientificas, que foram autorizadas pelo 6rgdo competente (Comité
de Etica no Uso de Animais - CEUA). Ha casos que o custo do tratamento ndo cobre o
valor do paciente, geralmente isso acontece nos animais de produgéo, ou devido a caréncia
financeira do proprietario, sendo estes casos indicativos de eutanasia (CFMV, 2012a).

Os principios basicos que norteiam os métodos da eutanasia baseiam-se na ética
profissional, expostos no Artigo 4° desta legislagdo, onde se exige respeito para com o
paciente; se preconiza métodos que acarretem em inconsciéncia imediata seguida de
morte, promovam seguranga ao animal e profissionais envolvidos e seja irreversivel. Busca-
se auséncia ou reducdo méaxima de desconforto e dor, do medo e ansiedade, impactos
ambientais, impactos emocional e psicolégico nos operadores e observadores (CFMV,
2012a).

Alguns requisitos devem ser observados ao se escolher o método para a
execugdo da eutanasia. Conforme o Artigo 10° desta mesma legislagdo, alguns dos
fatores determinantes sdo a espécie animal envolvida, idade, estado fisiolégico, além
da disponibilidade de meios para contencdo do individuo. Deve-se também prever a

capacidade técnica do executor e nUmero de animais a serem executados (CFMV, 2012a).

4.4 METODOS PARA EUTANASIA EM BOVINOS

4.4.1 Quimicos

Segundo a literatura, os mecanismos que garantem a efetividade da eutanéasia
devem gerar no organismo a depresséo direta dos neurdnios que possuem fungao vital,
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a hipoxia e ruptura fisica da atividade no cérebro (COONEY, 2020). Para isso, alguns
métodos foram desenvolvidos, estes divididos em quimicos e fisicos, sendo aceitos pela
legislagdo aqueles usados exclusivamente com esta finalidade e que promovem a morte
humanitaria do paciente (GONZALEZ; VASCONCELOS; SANTOS, 2021).

Os métodos quimicos para a préatica da eutanasia sao considerados os mais bem
aceitos pela legislacado, fazendo parte de si os medicamentos anestésicos injetaveis, que
possuem por objetivo aumentar a seguranca no procedimento e executando-o de forma
mais humanitaria. Conforme a literatura, séo as substancias de eleicdo para a maioria das
espécies animais e mais utilizadas na rotina clinica, que acarretam em perda da consciéncia
quase que imediata. Exemplos desse tipo de substancia sdo o tiopental e pentobarbital,
ambos pertencentes a classe dos barbitlricos, que causam depresséao do sistema nervoso
central, geram depresséo central gradativa que vai se iniciar no cortex até atingir o centro
cardiorrespiratério bulbar (CFMV, 2012b).

Outro medicamento amplamente utilizado para a eutanasia animal é a cetamina,
por ser aplicado de forma injetavel, ter agdo dissociativa e que induz rapida alteragéo
da consciéncia. Nao é considerado um anestésico geral e deve ser associado a um
miorelaxante, como é o caso da xilazina. Dessa forma, facilita a contencédo do individuo e
garante maior seguranca para os envolvidos no procedimento. Além de ser administrado
pela via intravenosa, pode também ser utilizado por via intramuscular, sendo um farmaco
de pronta disponibilidade (GONZALEZ; VASCONCELOS; SANTOS, 2021).

Apds a anestesia geral de um paciente, onde por si sO, na maioria das vezes
ndo ocasiona sua depreciacdo a ponto de causar a morte, opta-se pelo uso de um
agente complementar, como o cloreto de potassio (KCl). Seu uso é de eleigcdo por ser
uma substancia cardiotoxica que deve ser utilizada estritamente pela via intravenosa, com
o individuo sob anestesia geral. O uso isolado ocasiona extrema dor antes do 6bito por
conta da excitacao das fibras nervosas do tipo C. Com o animal sedado, causa fibrilagcao
ventricular cardiaca e posterior morte em poucos minutos. E de facil aquisicdo por ndo ser
um medicamento de uso controlado e pode ser manipulado associado a agua, tornando-o
uma solucgéo hipersaturada (LEARY et al., 2020).

4.4.2 Fisicos

Ao serem corretamente aplicados, os métodos fisicos de eutanasia produzem
resultado satisfatorio ocasionando menor indicio de medo e ansiedade pelo paciente, sao
rapidos, indolores e praticos ao se comparar a outros meios utilizados. Ressalta-se que o
operador do devido método deve ser previamente treinado para sua correta execugao, de
modo a prevenir possiveis acidentes que por ventura possam ocorrer. Todavia, aos olhos
do publico em geral, esses meios de morte induzida podem parecer um tanto negativos,
sendo associados ao sofrimento e violéncia ao animal. Mesmo assim, ainda sao métodos
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aceitos, alguns com restricdes, pela rapidez e eficiéncia, para determinadas espécies
animais, como € o caso dos bovinos (CFMV, 2012b).

Os métodos mecanicos, pertencentes ao grande grupo dos métodos fisicos de
eutanasia, correspondem ao atordoamento do animal, ou seja, ocasionam a perda de sua
consciéncia devido trauma fisico sobre a cabeca ou medula cervical, ndo provocando sua
morte imediata. Para que esta ocorra, se faz necessaria a associacao de algum outro
método complementar, seja ele quimico (KCI) ou fisico (exanguinacdo ou decapitacéo)
(CEMV, 2012b).

A literatura cita como opcdes para o atordoamento desta espécie animal o uso de
pistola de ar comprimido ou dardo cativo. A primeira provoca concusséao cerebral, enquanto
que a segunda ocasiona trauma direto no encéfalo com lesdo. Um exemplo pratico de
atordoamento por pistola de ar comprimido esta nos abates de bovinos, sendo aplicada na
fronte do animal e seguida por sangria deste. Suas vantagens sao a facilidade e rapidez de
aplicagao, justificando seu uso em estabelecimentos de abate e centros de pesquisa. Em
contrapartida pode se tornar alvo de criticas negativas quando mau manuseado, gerando
dor e sofrimento ao animal mal atordoado (CFMV, 2012b).

O uso de armas de fogo para eutanéasia animal € permitido pela legislacdo, porém,
sob restrices, visto que para seu manuseio o operador deve dispor de qualificacdo e
devido treinamento para seu uso. Quando aplicado de forma correta garante a morte
imediata e auséncia de sofrimento do animal. E ressaltada sua execucédo distante de
observadores, a fim de evitar possiveis acidentes, sendo o projétil disferido na fronte do
paciente a fim de produzir lesdo encefalica irreversivel e posterior morte. Esse método
produz perda da massa encefalica, o que é um aspecto negativo quando se busca a coleta
desse material para diagnéstico de algumas enfermidades, como é o caso da raiva bovina
ou encefalopatias (CFMV, 2012b).

51 OBJETIVO DO ESTUDO

Ha certa resisténcia por parte dos profissionais, colaboradores e produtores
rurais, pelo uso da eutanasia em bovinos. A maioria ndo se sente confiante em optar pelo
procedimento a campo, visto ndo terem passado por um treinamento formal ou algum
tipo de orientagcdo quanto ao momento de se optar pela eutanasia. Por conta disso, o
objetivo deste estudo foi detectar quais sao os fatores que implicam na decisdo de médicos
veterinarios, académicos de medicina veterinaria, produtores rurais e colaboradores da
pecuéria e outros técnicos do setor agro em optar pela eutanéasia de bovinos.
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61 MATERIAIS E METODOS

6.1 DELINEAMENTO EXPRIMENTAL

O estudo realizou-se nos meses de janeiro e fevereiro de 2022, mediante a aplica¢ao
de um questionario a Médicos Veterinarios (MV), Académicos de Medicina Veterinaria
(AcMV), Produtores Rurais e Colaboradores da Pecuéaria (PRC) e outros Técnicos do
setor Agro (TA), todos ligados ao setor de bovinocultura, referente ao processo decisional
para a pratica da eutanasia em bovinos. O questionario foi executado de forma on-line,
por meio da plataforma Google Forms, com abrangéncia nos estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso, Amazonas, Rio Grande do Norte, Rondénia, Mato Grosso do
Sul e Pernambuco. O publico alvo respondeu as questdes de forma voluntaria, sendo a
divulgacéo da pesquisa e disponibilizacéo do link executados por meio das redes sociais.

6.2 COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Santa Maria (CEP/UFSM), em 11 de janeiro de 2022, sob o
parecer 54811522.9.0000.5346 (CAAE).

6.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram compilados e posteriormente foi realizada a analise qualitativa
e quantitativa dos dados aplicando estatistica descritiva por meio de planilha eletrénica
do Excel®. Para a questdo descritiva da pesquisa e que abordava a opinido individual
dos entrevistados, utilizou-se do método de “Nuvem de Palavras”, através do programa
Word Cloud Explorer (HEIMERL et al., 2014). O primeiro passo antes do uso do programa
foi o pré-processamento dos textos, que consistiu na retirada de todas as palavras
consideradas desnecessarias, como preposicoes, artigos, adjetivos, advérbios, alguns
verbos e substantivos. Em seguida, as palavras restantes das frases foram copiadas para
0 programa que as distribuiu em tamanhos e intensidade de acordo com a frequéncia
de aparecimento no texto. Com isso, pode-se obter uma direcdo para a discussdo dos
resultados encontrados (FREITAS et al., 2018).

71 RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 234 participantes da pesquisa, 55,6% eram do sexo feminino e
44,4% do sexo masculino. Do total, 48,3% eram MV; 26,5% AcMV; 15,8% PRC; e 9,4%
TA. Quando os MV e AcMV foram confrontados se haviam ou nao recebido instrugcbes
na graduacdo quanto ao conhecimento da ética médica e tomada de deciséo em relacao
a eutanasia, 58,1% dos entrevistados afirmaram que sim, conforme Figura 1. Quanto a
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pratica da eutanasia na rotina de trabalho, 67,1% dos entrevistados pratica ou ja executou

a eutanasia e 32,9% nunca a executou.
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Figura 1 - Porcentagem de respostas a pergunta “Recebeu instrugdes na graduagéo quanto
ao conhecimento da ética médica e tomada de decisdo em relagcdo a eutanasia (veterinarios e
académicos)?” (1) sim; (2) ndo; (3) néo se aplica.

Segundo estudos, o conhecimento a respeito da eutanasia animal que é repassado
nas academias de medicina veterinaria brasileiras tem sido insuficiente e pouco abordado
(FIGUEIREDO; ARAUJO, 2001). Embora exista uma legislagdo que rege sobre o assunto,
0 pais carece de normas nacionais especificas para a bovinocultura onde, muitas vezes, se
apela para protocolos americanos a fim de sanar essa caréncia. Indicacoes da Associagéo
Americana de Médicos Veterinarios séo de se utilizar armas com dardo cativo, armas de
fogo e uso de barbituricos, porém, no Brasil isso é limitado devido as leis para posse de
armas de fogo e venda de certos farmacos ao publico em geral (FIGUEIREDO; ARAUJO,
2001).

Em um estudo, os autores abordam a deficiéncia nas diretrizes referentes a
eutanasia, bem como de equipamentos especificos para a industria do leite no pais, o que
veio a limitar os médicos veterinarios na implementagéo desta pratica e de protocolos a
serem instituidos nas fazendas. Em resposta a um questionamento, certo participante da
pesquisa respondeu que a desvantagem do setor € que néo ha protocolos especificos e,
por conta disso, se faz a eutanasia de forma errébnea onde, muitas vezes, os meios para
executa-la acabam causando sofrimento ao animal no momento de sua morte (MERENDA
et al., 2022).

Quandoindagados quanto ao nivel de conhecimento do tema eutanasia, os resultados
foram dispostos em escala de 1 (baixo) a 5 (alto) (Figura 2). A maioria das respostas foi
para a opgao 3 (conhecimento médio), com 39,7% dos entrevistados. A segunda opc¢éo
mais votada foi a 4 (conhecimento médio-alto), com 24,4% dos votos, seguida pela opg¢éao
2 (conhecimento médio-baixo), com 16,2% das marcagdes; op¢ao 1 (conhecimento baixo)
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com 15% dos votos; e opcao 5 (alto conhecimento) com 4,7% dos votos.
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Figura 2 - Porcentagem de respostas a pergunta “Em uma escala de 1 (baixo) a 5 (alto), quanto vocé
considera ser seu nivel de conhecimento a respeito da eutanasia animal?” MV - médicos veterinarios;
AcMV - académicos de medicina veterinaria; PRC - produtores rurais e colaboradores; TA - outros
técnicos do setor agro.

Em um estudo realizado no Brasil que teve por objetivo entender as perspectivas e
atitudes sobre eutanasia dentro da cadeia de bovinos leiteiros, os autores puderam evidenciar
que esse termo ndo € comumente utilizado no pais (MERENDA et al., 2022). A maioria das
pessoas pertencentes a cadeia leiteira entende essa pratica como um procedimento que
faz uso exclusivamente de anestésicos. O relato de um veterinario trouxe a tona essa
ideia dizendo que ao se referir aos produtores, para o melhor entendimento, usam o termo
abate, porém erroneamente, ja que o animal ndo ira passar por um abatedouro, mas sim
eutanasiado. Aborda, ainda, seus métodos de eutanasia no campo onde, na maioria das
vezes, considera impossivel usar protocolos hospitalares (MERENDA et al., 2022).

Ao serem questionados sob sua percepgéo da pratica da eutanasia animal, 37,2%
dos entrevistados a considera necesséria ao bem-estar animal, porém dificil de ser
realizada; destes 49,42% eram MV; 22,99% AcMV; 18,39% PRC; e 9,19% TA. Na mesma
questao, 31,6% afirmaram ser algo necessario somente em casos extremos de sofrimento
animal; deste total 35,13% eram MV; 32,43% AcMV; 25,67% PRC; e 6,75% TA. Ainda,
31,2% afirmaram ser algo necessario ao bem-estar animal, destes 60,27% eram MV;
24,66% AcMV; 8,22% PRC; e 6,85% TA.

Pode-se perceber que a maior parte dos entrevistados optou pela alternativa de

que considera a eutanasia necessaria ao bem-estar animal, porém dificil de ser realizada.
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Isso muitas vezes é devido ao fato de que a medicina veterinaria € a Unica area da saude
onde o profissional pode recomendar e realizar a eutanasia de seus pacientes, sendo este
processo um fator emocionalmente desgastante e estressante, o que pode predispor a
sindromes psicoldgicas. E grande a cobranga entre os profissionais por salvar vidas, onde
as extinguir pode se tornar um fardo insustentavel (MEEHAN; BRADLEY, 2007).

Almeida (2014), em seu estudo buscou avaliar o ponto de vista de graduandos
de medicina veterinaria da Universidade Federal Fluminense relacionado a eutanasia
animal. Para a execucdo da pesquisa aplicou um questionario a 91 alunos do curso, nos
anos compreendidos entre 2010 e 2013, com adesao voluntaria. A autora concluiu que a
maioria dos participantes tinha conhecimento sobre o tema, estava ciente do papel que
os profissionais da area desempenhavam, porém desconheciam os métodos a serem
utilizados para cada espécie animal e quando assumir que a vida de seu paciente deveria
ser abreviada.

Na questao “Vocé concorda que o processo decisional que leva ou nao a eutanasia
(arvore decisional) deveria fazer parte do curriculo das escolas de medicina veterinaria?”,
86,7% dos entrevistados concordaram plenamente (Figura 3). Quando questionados
quanto ao saber a diferenca entre eutanasia e distanasia, 35% assentiram, enquanto que
65% néo sabiam a diferenca.
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Figura 3 - Porcentagem de respostas a pergunta “Vocé concorda que o processo decisional que
leva ou ndo a eutanasia (arvore decisional) deveria fazer parte do curriculo das escolas de medicina
veterinaria?” (1) Concordo plenamente; (2) concordo parcialmente; (3) indiferente; (4) discordo
plenamente.

E sabido da importancia para o animal, o proprietario, o veterinario e os graduandos
quanto ao treinamento para a tomada de decisdo para executar a eutanasia. E no periodo
de graduacéo que os alunos tém a oportunidade para desenvolver essa habilidade a fim de
minimizar o sofrimento de um organismo que padece (MAGALHAES-SANT’ANA, 2014).

Conforme estudos, séo limitadas as orienta¢des disponiveis aos estudantes sobre
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a tomada de decisé@o pela eutanasia. Os autores citam que certa escola de veterinaria na
Nova Zelandia e varias da Australia devem ensinar de acordo com os padrdes contidos
na The American Veterinary Medical Association Council on Education, Royal College of
Veterinary Surgeons e Australasian Veterinary Boards Council Inc. Com isso, pretendem
garantir que os futuros profissionais sejam suficientemente competentes para a pratica da
profissdo. Ainda, ja no primeiro ano de graduacgéao incluem disciplinas ligadas a gestéo de
pessoas e tomada de decisdo perante uma situagao indicativa de eutanasia (MAIN et al.,
2005).

Na questao “sabe-se que bovinos adultos “caidos” por 48 horas ou mais tém apenas
8% de chances de retornar a uma vida normal”, 56,8% afirmam que “todo animal caido por
48 horas que o veterinario acredita que pode responder ao tratamento deve ser tratado,
reavaliado em 12 horas e retomado o processo decisional”; 28,6% afirmam que “todo animal
caido por 48 horas, em que o veterinario acredita que pode responder o tratamento deve ser
tratado, reavaliado em 48 horas e retomado o processo decisional”; 9,4% afirmam que “todo
animal caido por 48 horas deve ser tratado enquanto houver esperancga”; 2,6% afirmam que
“todo animal caido por 48 horas deve ser mantido vivo até parar de se alimentar”’; 2,1%
afirmam que “todos os animais caidos por 48 horas devem ser eutanasiados”.

Na questao “que fatores vocé levaria em consideragdo em optar ou nao por uma
eutanasia em um bovino”, as palavras mais citadas pelos AcMV (Figura 4A), em ordem
de frequéncia, foram tratamento, sofrimento, vida, bem-estar, condicdes. As respostas,
da mesma forma, de MV (Figura 4B) foram tratamento, sofrimento, vida, prognoéstico,
proprietario; dos TA (Figura 4C) sofrimento, chances, vida, doenca, economicamente; e
PRC (Figura 4D) sofrimento, enfermidade, recuperacéo, tratamento, vida.

Ambas as questdes dizem respeito aos quesitos que os entrevistados levavam em
consideragao para optar pela eutanasia. Nesta ultima pode-se observar que veterinarios e
académicos, na sua maioria, utilizaram a palavra “tratamento” em primeiro lugar a ser levada
em consideragdo no momento da decisdo, que esta relacionada ao seu custo, resposta pelo
paciente, mao de obra para efetiva-lo, entre outros fatores. Por outro lado, outros técnicos
do setor agro juntamente com produtores rurais e colaboradores da pecuaria fizeram uso,
em sua maioria, da palavra “sofrimento”, que remete o grau de padecimento do individuo
frente a uma enfermidade.

Conforme a legislacao vigente, a Resolugdo n° 1.000, de 11 de maio de 2012, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), em seu Artigo 3°, a eutanasia pode
ser indicada nas situagbes em que o bem-estar do animal estiver comprometido. Se o
quadro clinico for irreversivel, com o objetivo de eliminar a dor ou o sofrimento, o qual
ndo pode ser controlado ou amenizado por meio de farmacos analgésicos, sedativos ou
de outros tratamentos, é um dever do profissional amenizar o padecimento do paciente
(CFMV, 2012a).
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Figura 4 - Respostas a pergunta “Que fatores vocé levaria em consideragcdo em optar ou ndo por
uma eutanasia em um bovino? (descreva).” (A) académicos de medicina veterinaria; (B) médicos
veterinarios; (C) outros técnicos do setor agro; (D) produtores rurais e colaboradores da pecuéria.

Nos casos em que ha perspectiva de melhora clinica o veterinario pode optar por
reavaliar 0 caso horas depois de executado o tratamento, visto a sua total responsabilidade
pelas decisbes tomadas. Entretanto, as decisbes que vierem a ser empregadas devem
sempre fazer jus a ciéncia e serem tecnicamente regulamentadas, sempre seguindo os
preceitos éticos cabiveis (CFMV, 2012a).

Garantir qualidade de vida durante e ap6s o tratamento € o objetivo principal de
médicos veterinarios e, quando isso nao é possivel, a indicagdo por eutanasia vem a ser a
opc¢ao mais condizente para a vida do animal. Autores, baseados em experiéncias clinicas
prévias, demostraram que este processo pode ser fortemente influenciado por fatores
como a dor ou padecimento do individuo; sinais clinicos que este apresenta; diagnéstico
e prognostico da doenca; e resposta ao tratamento instituido. Ademais, além da indicagéo
pelo clinico responséavel, a decisdo pela eutanasia s6 ocorrera com o consentimento do
proprietario (SHAW; LAGONI, 2007).
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Fica evidenciado através desta pesquisa que a pratica da eutanasia é necessaria ao
bem-estar animal, mas dificil de ser realizada. Varios sdo os fatores que interferem no seu
processo decisional, mas € demonstrado que a possibilidade de tratamento e o sofrimento
do individuo sé@o os fatores que mais tém peso no momento de se decidir ou ndo pela
eutanasia. Além disso, se faz necessario o treinamento de pessoas para reconhecerem
casos de sofrimento animal sem perspectiva de melhora e abreviarem seu padecimento de
forma digna e humanitaria.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao Programa de Residéncia em Area Profissional da Satde
- Medicina Veterinaria, a Clinica de Ruminantes do HVU/UFSM, bem como ao Sistema
Unico de Saude.

DECLARACAO DE CONFLITO DE INTTERESSES

Os autores declaram nao haver conflito de interesses.

CONTRIBUICOES DOS AUTORES

Rodrigo Rech: investigacéo, anélise dos dados, escrita e revisdo. Isadora Coelho:
divulgacdo do questionario e revisdo. Julia Rasia: divulgacdo do questionario. Carlos
Rossi: escrita e revisdo. Marcelo Cecim: metodologia, supervisao, revisao e administracao

do projeto.

REFERENCIAS

AGOSTINHO, J. J.; PALAZZO, E. L. Aplicagbes clinicas e éticas da eutanasia em pequenos animais.
Nucleus Animalium, Ituverava, v. 1, n. 1, p. 1-13, 2009.

ALMEIDA, J. F. Eutanasia animal sob o ponto de vista de graduandos em medicina veterinaria da
Universidade Federal Fluminense - UFF. Enciclopédia Biosfera, v. 10, n. 18, p. 1658-1665, 2014.

ALVES, L. K. S., et al. Eutanasia de suinos em granjas brasileiras: onde estamos errando? In:
SIMPOSIO DE SUSTENTABILIDADE E CIENCIA ANIMAL, 1., 2020, Uberlandia/MG. Anais...
Uberlandia/MG: Universidade Federal de Uberlandia, Universidade Federal Fluminense, Universidade
de Sao Paulo. 2020. p. 82-84.

ARAUJO, H. S. et al. Aspectos econdmicos da produgao de bovinos de corte. Pesquisa Agropecudria
Tropical, Goiania, v. 42, n. 1, p. 82-89, jan./mar., 2012.

AZEVEDO, H. H. F. et al. Bem-estar e suas perspectivas na produ¢ao animal. Pubvet, v. 14, n. 1, a481,
p. 1-5, jan. 2020.

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 3

43



BOND, G. B. et al. Métodos de diagndstico e pontos criticos de bem-estar de bovinos leiteiros. Ciéncia
Rural, Santa Maria, v. 42, n. 7, p. 1286-1293, jul. 2012.

BRAGA, J. S. et al. O modelo dos “Cinco Dominios” do bem-estar animal aplicado em sistemas
intensivos de produgdo de bovinos, suinos e aves. Revista Brasileira de Zoociéncias, v. 19, n. 2, p.
204-226, 2018.

BRASIL. [Instrucdo Normativa (2008)]. Instrucao Normativa n° 56, de 6 de novembro de 2008.
Brasilia: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento [2008].

BROOM, D. M. Bienestar animal: conceptos, metodos de estudio e indicadores. Revista Colombiana
de Ciencias Pecuarias, Medellin, v. 24, n. 3, p. 306-321, jul./set. 2011a.

BROOM, D. M. Bem-estar animal. In: YAMAMOTO, M. E.; VOLPATO, G. L. Comportamento Animal:
Editora da UFRN, 2011b. p. 457-482.

BROOM, D. M. Animal welfare: concepts and measurements. Journal of Animal Science, v. 69, n. 1,
p. 4167-4175, 1991.

BROOM, D. M. Indicators of poor welfare. British Veterinary Journal, London, v. 142, n. 6, p. 524-526,
nov./dec. 1986.

BROOM, D. M.; MOLENTO, C. F. M. Bem-estar animal: conceito e questdes relacionadas - revisao.
Archives of Veterinary Science, Curitiba, v. 9, n. 1, p. 1-11, 2004.

CEBALLQOS, M. C.; SANT'ANNA, A. C. Evolugéo da ciéncia do bem-estar animal: aspectos conceituais
e metodologicos. Revista Académica Ciéncia Animal, v. 16, n. 1, p. 1-24, 2018.

CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA VETERINARIA. [Resolucdo (2012)]. Resolugéo n° 1000, de 11
de maio de 2012. Brasilia: CFMV, [2012a].

CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA VETERINARIA. Guia brasileiro de boas praticas de
eutanasia em animais: Conceitos e procedimentos recomendados. Brasilia: ASCOM/CFMV, 2012b.

COONEY, K. Historical perspective of euthanasia in veterinary medicine. Veterinary Clinics: Small
Animal Practice, v. 50, n. 3, p. 489-502, 2020.

DALLA COSTA, F. A. et al. On-farm pig dispatch methods and stockpeople attitudes on their use.
Livestock Science, v. 221, n.1, p. 1-5, jan. 2019.

DANIELI, B. Compost Barns: dindmica de utilizacao da cama e bem-estar animal. 2019. 107 f.
Dissertacédo (Mestrado em Ciéncia e Producdo Animal) - Universidade do Estado de Santa Catarina,
Chapeco, SC, 2019.

FELIX, Z. C. et al. Eutanasia, distanasia e ortotanasia: reviséo integrativa da literatura. Ciéncia &
Saude Coletiva, v. 18, n. 9, p. 2733-2746, 2013.

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 3

44



FIGUEIREDO, A. C. C.; ARAUJO, F. A. A. Eutanasia animal em centros de controle de zoonoses.
Revista Conselho Federal de Medicina Veterinaria, v. 2, n. 23, p. 12-17, 2001.

FREITAS, R. et al. Utilizando as técnicas de “Nuvem de Palavras” e clusterizacao aplicadas as
entrevistas dos atletas olimpicos da cidade de Sao Carlos. Journal of Olympic Studies, v. 2, n. 2, p.
423-434, 2018.

GONZALEZ, T. F. F.; VASCONCELOS, T. C.; SANTOS, I. B. Eutanasia: morte humanitaria. Pubvet, v.
15,n. 4, p. 1-11, 2021.

GRIGNARD, L. et al. Do beef cattle react consistently to different handling situations? Applied Animal
Behaviour Science, v. 71, n. 1, p. 263-276, 2001.

HEIMERL, F. et al. Word Cloud Explorer: text analytics based on word clouds. /In: 47th HAWAII
INTERNATIONAL CONFERENCE ON SYSTEM SCIENCE, 1., 2014, Waikoloa, HI. Annals... Waikoloa:
IEEE, 2014. v.1. 5194p. p.1833-1842. doi: 10.1109/HICSS.2014.231.

LEARY, S. et al. Part lll-Methods of Euthanasia by Species and Environment. /n: AVMA Guidelines
for the Euthanasia of Animals: 2020 Edition. Schaumburg: American Veterinary Medical Association,
2020. E-book. 121 p. ISBN 978-1-882691-09-8.

MAGALHAES-SANT’ANA, M. Ethics teaching in European veterinary schools: a qualitative case study.
Veterinary Record, v. 175, n. 23, p. 592-592, 2014.

MAIN, D. C. J. et al. Teaching animal welfare science, ethics, and law to veterinary students in the
United Kingdom. Journal of Veterinary Medical Education, v. 32, n. 4, p. 505-508, 2005.

MASON, G. Stereotypies: a critical review. Animal Behavior, v. 41, n. 1, p. 1015-1037, 1991.

MEEHAN, M. P.; BRADLEY, L. Identifying and evaluating job stress within the Australian small animal
veterinary profession. Australian Veterinary Practitioner, v. 37, n. 2, p. 70-83, 2007.

MELLOR, D. Updating animal welfare thinking: moving beyond the “Five Freedoms” towards “a Life
Worth Living”. Animals, v. 6, n. 3, p. 21, 2016.

MELLOR, D. J.; STAFFORD, K. J. Physiological and behavioural assessment of pain in ruminants:
principles and caveats. Fourth World Congress, v. 32, supl. 1, p. 267-271, 2004.

MERENDA, V. R. et al. Dairy cattle euthanasia - focus groups exploring perspectives of brazilians
working in the dairy cattle industry. Animals, v. 12, n. 4, p. 409, 2022.

MIRANDA-DE LA LAMA, G. C.; MATTIELLO, S. The importance of social behaviour for goat welfare in
livestock farming. Small Ruminant Research, v. 90, n. 1, p. 1-10, 2010.

MULLINS, C. R. et al. Determination of swine euthanasia criteria and analysis of barriers to euthanasia
in the United States using expert opinion. Animal Welfare, Netherlands, v. 26, n. 1, p. 449-459, 2017.

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 3

45



OLIVEIRA, A. F. M. et al. Estudos do comportamento animal. /n: Considerac6es do comportamento
e bem-estar animal: bufalos e peixes. Edicdo 2021. Edifes: Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e
Tecnologia do Espirito Santo, 2021. E-book. 77 p. ISBN 978-65-86361-94-0.

PAIVA, J. N. Consideracoes sobre a eutanasia na Medicina Veterinaria. 2016. 29 f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduagao em Medicina Veterinaria) — Universidade de Brasilia, Brasilia, 2016.

PULZ, R. S. et al. A eutanasia no exercicio da medicina veterinaria: aspectos psicologicos. Veterinaria
em Foco, Canoas, v. 9, n. 1, p. 88-94, 2011.

ROCHA, D. T.; CARVALHO, G. R. Oferta e demanda de leite no Brasil de 1990 a 2019. /n: ANUARIO
LEITE 2020. Embrapa. 1. ed. Juiz de Fora, MG: Embrapa Gado de Leite, 2020.

ROSA, I. M. M. F. et al. O impacto do bem-estar animal para o agronegécio aplicado a bovinocultura no
Brasil. Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n. 6, p. 56531-56546. jun. 2021.

SANTOS, B.; NEVES, A. Z.; RIBEIRO, L. F. Importancia do bem-estar animal na bovinocultura de leite.
Revista GeTeC, v. 10, n. 26, p. 126-133, 2021.

SANTOS, L. A. C.; MONTANHA, F. P. Eutanasia: morte humanitaria. Revista Cientifica Eletronica de
Medicina Veterinaria. v. 9, n. 1, p. 1-17, 2017.

SHAW, J. R.; LAGONI, L. End-of-life communication in veterinary medicine: delivering bad news and
euthanasia decision making. Veterinary clinics: small animal practice, v. 37, n. 1, p. 95-108, 2007.

SCOTT, G. Essential animal behavior: an introduction. In: SCOTT, G. Essential animal behavior. 1 ed.
Blackwell Publishing, 2005. v. 1. cap. 1. p. 1-17.

SILVA, A. A. A. et al. Percepgéo de profissionais da saude sobre eutanasia. Revista Bioética, v. 28,
n.1, p. 111-118, 2020.

SOUZA, M. V. et al. Levantamento de dados e causas de eutanasia em cées e gatos: avaliagéo ética-
moral. PUBVET, v. 13, n. 11, p. 1-13, nov. 2019.

VAHL, J. Efeito do desafio com lipopolissacarideo sobre o comportamento e desempenho de
bovinos. 2020. 53 f. Dissertagdo (Mestrado em Zootecnia) — Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
RS, 2020.

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 3

46



CAPITULO 4

ESTUDIO DE LA CINETICA DE ADSORCION DE
COLORANTE SINTETICO EN AGUA MEDIANTE
NANOARCILLAS ACTIVADAS CON ACIDO DEBIL

Yubher Aderson Vargas Torre
https://orcid.org/0009-0005-6166-3881
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

David Oscco Perez
https://orcid.org/0009-0009-8073-244X
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

Ayde Quispe Guizado
https://orcid.org/0000-0001-5682-5376
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

Sofia Pastor Mina
https://orcid.org/0009-0003-5604-7270
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

David Choque Quispe
https://orcid.org/0000-0003-4002-7526
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

Carlos Alberto Ligarda Samanez
https://orcid.org/0000-0001-7519-8355
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

Yakov Felipe Carhuarupay-Molleda
https://orcid.org/0000-0001-6467-677X
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

Data de aceite: 02/10/2023

Betsy Suri Ramos-Pacheco
https://orcid.org/0000-0002-0286-0632
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

Katia Choque-Quispe
https://orcid.org/0000-0003-0789-293X
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

Elibet Moscoso Moscoco
https://orcid.org/0000-0002-0546-4504
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

Diego E. Peralta-Guevara
https://orcid.org/0000-0003-2988-0809
Universidad Nacional José Maria
Arguedas

RESUMEN: Los colorantes sintéticos en
los efluentes afectan en gran medida a
los seres vivos y al ecosistema acuatico.
En esta investigacion se evalud la cinética
de adsorcion de colorante sintético Azul
de Metileno (AM) mediante nanoarcillas
activadas con &cido débil en medio acuoso.
La activacion se realizé con NaCl a 1M y
H,PO, al 10%, para posteriormente realizar
tratamientos de cinética de adsorcion en pH
(5y 8)y, con arcilla Activada (AA) y arcilla
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natural (AN); para los tiempos 0, 30, 50, 70, 90, 130, 180, 230, 330 y 430 min; tomando
lecturas de absorbancia mediante un Espectrofotometro a 664 nm. Los resultados del estudio
cinético se ajustaron a los datos experimentales a los modelos pseudo de primer orden y
segundo orden; donde, este Ultimo presenta un mejor ajuste a la cinética de adsorcion del
azul de metileno con AA y AN con R?=0.99. A su vez se pudo determinar la capacidad de
adsorcion en equilibrio que oscilan entre 2.473 a 4.868 mg/g; se observa una adsorcion
rapida en los primeros 30 a 50 min, donde el pH 6ptimo fue en pH 5; asi mismo; la AA posee
un grado de cristalinidad de 97.24% con 2.85 nm de tamafio de cristales. La AA con &cido
fosférico y cloruro de sodio posee una mayor capacidad de adsorcion a comparacion de la
arcilla Natural; este recurso es econémico y amigable con medio ambiente, que se puede
aprovechar en el tratamiento de aguas.

PALABRAS CLAVE: Arcilla, adsorcion, azul de metileno, cinética.

ABSTRACT: Synthetic dyes in effluents greatly affect living beings and the aquatic ecosystem.
In this research, the adsorption kinetics of synthetic dye Methylene Blue (MB) was evaluated
by weak acid activated nanoclays in aqueous medium. The activation was carried out with
NaCl at 1M and H3PO4 at 10%, to subsequently perform adsorption kinetics treatments at pH
(5 and 8) and with activated clay (AA) and natural clay (AN); for times 0, 30, 50, 70, 90, 90, 130,
180, 230, 330 and 430 min; taking absorbance readings by means of a spectrophotometer at
664 nm. The results of the kinetic study were adjusted to the experimental data to the pseudo
first order and second order models; where, the latter presents a better adjustment to the
adsorption kinetics of methylene blue with AA and AN with R2=0.99. At the same time, it was
possible to determine the adsorption capacity in equilibrium that oscillates between 2.473 to
4.868 mg/g; a fast adsorption is observed in the first 30 to 50 min, where the optimum pH
was at pH 5; likewise, AA has a degree of crystallinity of 97.24% with 2.85 nm of crystal size.
AA with phosphoric acid and sodium chloride has a higher adsorption capacity compared to
natural clay; this resource is economical and environmentally friendly, which can be used in
water treatment.

KEYWORDS: Clay, adsorption, methylene blue, kinetics.

11 INTRODUCCION

El desarrollo tecnolégico, industrial y el crecimiento de las poblaciones ha ocasionado
que los contaminantes de los residuos liquidos se incrementan a diario, en volumen, carga,
concentracion y diversidad; donde la presencia sobre los cuerpos receptores, acrecientan
en el grado de contaminacion y efectos nocivos sobre la vida acuatica (Xiao et al., 2021;
Qin et al., 2023). Las industria textil, cosmética, pintura y papel son las principales emisoras
de grandes volumenes de aguas residuales coloreadas contenido con amplia variedad
de tintes sintéticos, compuestos organicos recalcitrantes y otros compuestos quimicos,
incluidos los &cidos, bases, sales, agentes humectantes, colorantes, acabados auxiliares,
compuestos toxicos e inhibitorios, surfactantes, entre otros (Kong et al., 2019). Ademas,
la creciente necesidad de produccion textil genera efluentes que se conviertan en una
de las principales fuentes puntuales de contaminacion de las aguas superficiales, como
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consecuencia se produce cambio de color, oxigeno disuelto, conductividad, pH y salinidad
(Quintero, 2012). Muchos de los procesos textiles tienen un manejo de manera discontinuo,
por la que, las concentraciones de los materiales residuales pueden variar a largo de un
periodo de tiempo.

Los colorantes sintéticos de las aguas residuales textiles afectan la estética,
transparencia del agua e interfieren en la trasmision de la luz a los medios acuaticos, que
impiden la demanda quimica de oxigeno y procesos de fotosintesis (Vilaseca, 2015), lo
que puede conllevar a la destruccion de la comunidad acuética en el ecosistema (Abdel-
Fadeel et al., 2022). Ademas, de generar colores no deseados, algunos de estos tintes
pueden degradarse y originar toxicidad acuética, debido a que los tintes son cancerigenos
y mutagenos ( Sonawane et al., 2009; Ahmed et al., 2021)

Por los efectos peligroso de los colorantes, se emplean varios tratamientos fisico-
quimicos para su eliminacién, como ozonizacién, coagulacion/floculacion, oxidacion
avanzada, la filtraciébn por membrana (Zinadini et al., 2014) y la extraccién liquido-liquido,
sin embargo, demanda muchos recursos y generan lodos residuales (Modirshahla et al.,
2011; Kandisa et al., 2016). En la actualidad, la adsorcién es un método prometedor y
eficiente para remover las aguas residuales coloreadas, ya que se caracteriza por su
alta eficiencia, simplicidad de construccion, ausencia de formacion de lodos, bajo costo,
facilidad de uso y flexibilidad (Kiransan et al., 2014). Por la que, utilizan como materia las
arcillas como adsorbentes, debido a su estructura tiene una alta capacidad de adsorcion,
puesto a que tienen una alta area superficial y una superficie con sitios activos para la
adsorcién (Zhou et al., 2019).

Las arcillas poseen una gran superficie especifica y una buena capacidad de
intercambio catiénico, que es conocida por su capacidad de acumulacién de tintes toxicos y
peligrosos solubles en agua en la superficie. La superficie de la arcilla se puede activar para
aumentar las interacciones mediante modificacion quimicamente con &cido y/o base, o
mediante la funcionalizacién con aditivos seleccionados (Kiransan et al., 2014). Por la que
(Abdel-Fadeel et al., 2022), demostré que nanoarcilla de holista puede eliminar la mayoria
de los tintes dentro 30 min, con una capacidad de adsorcion de 12,5 mg/g para colorante
Acid Red y 13,9 mg/g para colorante Brilliant Green, se ajustaron mejor modelo cinético
de pseudo-segundo orden. De igual manera (Vanaamudan & Sudhakar, 2015) determiné
que la quitosano-nanoarcilla modificada organicamente (cloisita 30B) se comporta como
un excelente adsorbente para reactivos colorantes azul-21 y rojo-141; los datos de cinética
de adsorcién ajustados bien con el modelo cinético de pseudo-segundo orden. Del mismo
modo, (Kiransan et al., 2014) evalu6 la eficacia del nanomaterial de montmorillonita
(MMT) modificado con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) para la adsorcion de Acid
orange 7 (AQ7), predijo que la eficiencia maxima de decoloracién seria del 87,19 % a una
concentracion de AO7 de 49 mg/ L, una dosis de adsorbente de 0,8 g/L, un tiempo de
reaccion de 27 min y un pH inicial de 6; y los resultados del estudio de isotermas se ajustan
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al modelo de Freundlich (R2 > 0,9).

Por ello, el presente estudio pretende realizar el estudio cinético del colorante
sintético a través de arcillas activadas, en medio acuoso, con el fin de remediar aguas
contaminadas y proponer la aproximacion de un material amigable al ambiente para futuras

investigacion que puedan aplicarlo a espacio contaminados con colorantes sintéticos.

21 MATERIALES Y METODOS/METODOLOGIA

2.1 Coleccién de muestra y preparacion del adsorbente

La arcilla, fue recolectada de la provincia de Huanta en el departamento de Ayacucho
con coordenadas geograficas 12°56'23” Sy 74°14'51” W con una altitud de 2627 ms.n.m.
Posteriormente, se realizd el molido en un molino planetario PM100, y luego se tamizaron
a 4 micras y seguidamente se eliminé la materia organica con H,PO,, a una concentracion
del 10% en una proporciéon de 1g de arcilla/4 ml de acido fosférico. Luego se agit6 a 300
rpm a 60 °C por 6 horas y se enjuago en una centrifuga, utilizando agua ultrapura, a 9000
rpm, a una temperatura de 22° C por 30 minutos; este proceso se repitid hasta obtener un
pH neutro. Finalmente, la arcilla se sec6 en una estufa a 75 °C por 24 h, obteniéndose 16
g del adsorbente (Choque et al., 2022).

2.2 Activacion de la arcilla

Se preparo una solucion de NaCl a 1 M, en donde se le agrego arcilla una proporcion
de 1g/ 5 ml de NaCl y para luego, ponerlo al Sonicador Ultrasonic Prosessor modelo
VCX 750 a 10 Hz por 10 min, por triplicado el proceso. Seguidamente se puso a agitar la
solucién, a 200 rpm a 22°C por 30 minutos. Para ser enjuago a través de una centrifuga,
utilizando agua ultrapura, a 9000 rpm, a una temperatura de 22° C, por 30 minutos; este
proceso se repitidé hasta obtener una conductividad menor a 10 uS/cm. Por Gltimo, se llevo
a secar en una estufa a 75 °C por 24 h y obteniéndose 15.13 g de arcilla activada; la cual
fue almacenada en un tubo de tapa rosca.

2.3 Analisis difractométrico XRD de la arcilla activada
El andlisis de difraccion de rayos X, para la arcilla, se realizd utilizando un

difractémetro Bruker, modelo D8-Focus (Karlsruhe, Alemania), (Cu Kal = 1.54 A) a40 kV y
40 mA, y un detector PSD Lynxeye (Choque et al., 2022).

2.4 Procedimiento de adsorcidn

Se realizd cuatro tratamientos (T1, T2, T3 y T4) con pH (5 y 8) y Acilla (Natural y
Activada), bajo condiciones de temperatura del ambiente. Primeramente, se ajust6 el pH
con NaOH (0,1 N) y HCI (0.1 N) en vasos precipitados de 250 ml.

El colorante utilizado para la solucion fue el Azul de Metileno (319.85 g/mol) a 2310
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ppm, y se agreg6 50 ul en 100 ml de agua destilada. Seguidamente se agreg6 arcilla a 100
ppm, a la solucién del tinte en base al tratamiento requerido y luego se agitdé en agitador
magnético a 60 rpm durante los tiempos (0, 30, 50, 70, 90, 130, 180, 230, 330 y 430 min)
para obtener la adsorcion. Posteriormente se filtr6 la solucion y se midié la absorbancia del
agua filtrada, a una longitud de onda de 664 nm con un espectrofotdmetro UV-Vis, modelo
iris HI801 de la marca Hanna (Choque et al., 2023; Nipa et al., 2023).

La adsorcion experimental del AM en el tiempo (q) se determiné a través de la
Ecuacion (1)

_ V(Co=Cp)

qe =" (1)

m

Donde, C, es la concentracion del AM en el tiempo t (mg/L); C,, es la concentracion
inicial del AM en t = 0.0 min (mg/L); V es el volumen de la solucion (L); m, es la masa de la
arcilla (mg).

2.5 Estudios cinéticos

La cinética describe la velocidad en el que el adsorbato se adhiere al absorbente en
un tiempo de contacto y se tiene que tener conocimiento las leyes de adsorcion a través de
los modelos cinéticos.

Los datos experimentales g, oxp S€ ajustaron a los modelos cinéticos, pseudo primer
orden y pseudo segundo orden y se evaluaron el coeficiente de correlacion ajustada, asi
como los residuales de cada modelo.

Modelo de pseudo primer orden

La siguiente ecuaciéon expresa el modelo cinético pseudo primer orden (2) (Albis et
al., 2019; Choque et al., 2023).

m(ge — q¢) = In(qe) — ke (2

Donde, g, mg/g): es la capacidad de colorante adsorbido en el equilibrio; g, (mg/g):
capacidad de colorante adsorbido en el tiempo t; k,: constante de velocidad de adsorcion
(min"); t (min): tiempo de contacto.

Modelo de pseudo segundo orden

La ecuacion (3) expresa en su forma integral linealizada del modelo cinético pseudo
segundo orden (Choque et al., 2023; Nipa et al., 2023) .

t 1 t
—_= + — 3
e k22 Qe ()

Donde, k, (g/mg.min): es la constante cinética del modelo de pseudo segundo
orden; t(min): tiempo de contacto.
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2.6 Ajuste de los datos obtenidos

Se considero los errores de los datos experimentales a través, de la minimizacion
de la suma de errores al cuadrado (SEE) ecuacion (4), evaluados a través de los métodos
Quasi-Newton (QN) (Choque et al., 2023; Moroi et al., 2016).

SEE = L)1 (Aeppq — Qeeny)i @

Donde N: es el nUmero de mediciones experimentales y q___: es la capacidad de

eexp”

adsorcién en equilibrio q experimental y : es la capacidad de adsorcidén en equilibrio del

emod
modelo.
Los datos se procesaron en los programas office Excel y STATICA. 64. VERSION

10.0.

31 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis difractométrico XRD y grado de cristalinidad de la arcilla

La figura 1 muestra los patrones XRD de la AA, evidenciando las intensidades
presentadas por la emision de rayos x, con un angulo 26 (o 2 theta), entre las direcciones del
has emitido y recibido (Johnston et al., 2022). Se determin6 mediante la intensidad emitida
que la arcilla activada esta compuesta por cuarzo 26 =~ 28.03, mineral que se encuentra con
mayor intensidad en la arcilla; siendo similar a los resultado obtenido por (Bernard et al.,
2020), que analizé patrones de difraccion de rayos X y la intensidad es notoria en arcilla
Opalinusy. De igual manera, se encuentra magnetita 26 = 7.90, caolinita 26 = 20.89, Calcita
20 =~ 36.22 y illita 26 = 41. 65 (Bernard et al., 2020; Johnston et al., 2022; Torres et al.,
20183; VaiCiukyniene et al., 2020), todas estos minerales con intensidades menores.

De la misma manera se puede identificar la predominancia del pico con mayor
intensidad en 20 entre 20° y 40 ° (Figura 1), y esto puede ser debido a la estructura amorfa
de la arcilla (Obreg6n et al., 2020). En cambio, se presentaron picos de menor intensidad
a206 entre 0y 80 °, esta caracteristica puede estar atribuida a arcilla modificada en medio
basico y la adicion de H,PO, en la activacion, debido a que los carbonatos y los 6xidos son
destruidos y eliminados (Choque et al., 2022); por ende permiten a la arcilla mejorar sus
sitios de adsorcion.

La AA presenta un grado de cristalinidad del 97.24 % y como resultado presenta un
rigidez alta, asimismo, se relaciond que un alto grado de picos nitidos e intensos refleja
un alto grado de cristalinidad de la arcilla (Johnston et al., 2022); por ejemplo en el caso
del cuarzo. Por su parte, el tamafio de los cristales presentes en la AA es de 2.85 nm
aproximadamente.
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Figura 1. Difractograma de rayos X de la arcilla activada (AA)

3.2 Cinética de adsorcion

El estudio cinético consiste en la rapidez con el que el adsorbato se adhiere a la
superficie del absorbente a la cual se le denomina el proceso de adsorcion (Bejarano et
al., 2020; Choque et al., 2023). En la Tabla 1 se muestran los parametros de los modelos
pseudo primer orden (PPO) y pseudo de segundo orden (PSO).

Se observo que los coeficientes de determinacién (R?) del modelo PPO, oscilan entre
los rangos de 0.79 a 0.98 y con valores de R? > 0.70 sugieren buen ajuste de un modelo
a datos experimentales; por lo que los resultados encontrados indican que el modelo PPO
se ajusta adecuadamente a los datos experimentales de la cinética. En el modelo cinético
PSO se encuentra en 0.73, y 0. 99 los valores de R?, indicando buen ajuste a los datos
obtenidos. Por ende, el modelo que mas se ajusta a la cinética de adsorcion del AM con AA
y AN es el modelo de pseudo segundo orden tal como se evidencian en trabajos similares
(Bejarano et al., 2020; Ullah et al., 2022). Mismos comportamientos obtuvieron por Loutfi et
al., (2023), que realizaron la cinética de adsorcion con arcillas naturales y el modelo PPO
presento una menor adaptacion a los datos experimentales R2=0.74, un mejor ajuste en
PSO con R2=0.99.

Los modelos de PPO y PSO se ajustaron a través del método Quasi-Newton, y se
report6 que el parametro de constante de velocidad de adsorcion K, tiene comportamiento
similar en los T, y T, con 0.035 min". En cambio, en T, ligera diferencia con 0.033 min'y
en T, present6 mayor velocidad de adsorcion con 0.052 min™'. Por otra parte, la constante
de velocidad de PSO K, tiene diferentes valores en el pH 5 con 0.016 y 0.035 g/mg.min en
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AA'y AN, respectivamente. Sin embargo, el comportamiento es constante en pH 8 tanto
AA'y AN; estos tiempos mostrados en los tratamientos realizados, indican que el tiempo
necesario para obtener la capacidad de adsorcion en equilibrio son cortos (Otavo, 2019).

La capacidad de AM adsorbido en el equilibrio g, en PPO, reporta una mayor
adsorcion en el tratamiento T, a pH 5 y con AA, llegando a su capacidad en 4.64 mg/g;
seguidamente en los tratamientos a pH 8 con AAy AN, exhiben valores constantes de 3.20
y 3.72 mg/g, respectivamente. Sin embargo, presenté una menor capacidad de adsorcion
en el T,, con 2.849 mg/g. En PSO report6 una mayor capacidad de adsorcion del AM con
AA de 4.868 mg/g y viceversa con AN (2.473 mg/g) en pH 5. Ademas, los T, y T, tiene una
capacidad de adsorcion constante de 3.71 mg/g con AA'y 3.847 mg/g con AN; similares
resultados se obtuvieron Cuesta & Nieto, (2022), donde el modelo PSO presento una
capacidad de adsorcion de 2.78 mg/g y una velocidad de adsorcion de 4.75g/mg.min. con
arcilla roja y el colorante (Azul Marino Béasico 2RN). En ambos modelos la arcilla activada
presento una mayor capacidad de adsorcion en equilibrio esto puede estar atribuida a que
la adicion de NaCl y H.SO,, que aumentan la capacidad en los sitios de adsorcion en la
arcilla y a su vez mejorando el comportamiento tixotrépico (Choque et al., 2022).

La distribucion de las residuales de modelo PPO tiende a ser tendenciosos en los
tratamientos T,, T, y T, y una distribucién ligeramente tendenciosa en T,, siendo similar la
distribucion en todos los tratamientos de PSO. Este parametro de ajuste permite evidenciar
los errores a través de la diferencia entre los valores experimentales y los valores que
predice el modelo.

Pseudo Primer Orden

Tratamiento pH Tipo de arcilla ge (mg/g) K, (min™) R? Residuales
T, 5 AA 4.644 0.035 0.79 LT
T, AN 2.849 0.035 0.87
T, 8 AA 3.208 0.052 0.98
T, AN 3.726 0.033 0.84

Pseudo Segundo Orden

Tratamiento pH Tipo de arcilla ge (mg/g) k 2(g/mg.min) Rz Residuales
T, AA 4.868 0.016 0.88 LT
5
T, AN 2.473 0.035 0.73 LT
T, AA 3.710 0.027 0.99 LT
8
T, AN 3.847 0.025 LT

Donde T: Tendencioso; LT: ligeramente tendencioso

Tabla 1: Adsorcion de azul de metilo

Con se muestra en la figura 2, el modelo PPO y PSO a pH 5 con AA, el proceso
de adsorcion se desarroll6 rapidamente en los tiempos 15 a 20 min, seguidamente con
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comportamiento lento hasta llegar a la capacidad de adsorcion de 4.644 y 4.868 mg/g v,
alcanzar el equilibrio en 180 y 340 min con PPO y PSO, respectivamente. El rdpido inicio
de adsorcion puede estar influenciada al mayor niUmero de sitios libres en la superficie del
adsorbente (Loutfi et al., 2023); ademas, puede estar atribuida a la capacidad de intercambio
cationico de la arcilla (Choque et al., 2022); dado que esta caracteristica permite a la arcilla
adsorber cationes del colorante azul de metileno (AM), dado que el tinte posee carga cationica.

Por otra parte, en la AN a pH 5 se muestra que el tiempo de adsorcién ocurre durante
los 30 y 40 min en PPO y PSO, respectivamente (Figura 2); para luego tener un incremento
moderado, esto puede estar influenciado por la disponibilidad de suficientes sitios para la
adsorcioén en la arcilla 'y a su vez, por la repulsiéon de carga de las moléculas de tinte libres
(Loutfi et al., 2023; Rehman et al., 2021). Posteriormente presenta un comportamiento
constante, hasta llegar a su capacidad de adsorcion en los dos modelos. De igual manera,
en pH 8 con AA, el tiempo de adsorcion rapida aumenta al 40 y 50 min en PSO y PPO,
respectivamente, a comparacion de los tratamientos a pH 5. Asu vez, en PSO el tiempo
para alcanzar el equilibrio 3.71 mg/g, tiende a aumentar de 40-400 min, donde el aumento
del tiempo de contacto puede llevar a una mejor capacidad de adsorcion. Similar efecto
encontr6 Rehman et al., (2021), que el tiempo de contacto (10-380 min) condujo a una
mejor capacidad de adsorcién de 81,54 a 107,18 mg/g. Y, por Ultimo, se muestrea que
la adsorcion rapida se realiza en los primeros 30 y 50 min y llegando la capacidad de
adsorcién en equilibrio en los 400 y 230 min en PSO y PPO, respectivamente.

T
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Figura 2. Curvas de los modelos cinéticos pseudo primer PPO y pseudo segundo orden PSO; (a) T, a
pH 5 con AA; (b) T, a pH 5 con AN; (c) T, a pH 8 con AA; d) T, a pH 8 con AN.
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41 CONCLUSIONES

Los datos experimentales obtenidos se ajustaron mejor al modelo cinético pseudo
segundo orden, bajo las condiciones de un pH 5y con AA. Por otro lado, los resultados
experimentales mostraron que la arcilla activada con &cido fosférico y cloruro de sodio posee
una mayor capacidad de adsorcion a comparacion de la arcilla natural. La caracterizacion
de la AA mediante XRD, presenta un grado de cristalinidad de 97.24 % con un tamafio
de cristal de 2. 85 nm, siendo el mineral de cuarzo con mayor intensidad. Por su parte,
la arcilla es un recurso natural econdmico y amigable con medio ambiente, que se puede
aprovechar en el tratamiento de aguas residuales, contaminadas con colorantes cationicos
como el Azul de metileno. Si embargo se deben de realizar méas estudios para comprobar
la eficiencia, viabilidad y uso en escalas mayores de las arcillas en la eliminacion de los
colorantes sintéticos.
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RESUMO: O arroz (Oryza sativa L.) é o
segundo cereal mais cultivado no mundo,
sendo base alimentar de aproximadamente
3 bilhdes de pessoas, contudo, nos proximos
anos, a reducao da area aravel e de fatores
bidticos e abibticos afetaram a produgéo
da cultura. Uma das alternativas para
manter a estabilidade produtiva da cultura
€ a identificagdo de genes relacionados a
caracteres de interesse de melhoramento
para o arroz. Essa identificacdo é feita
utilizando ferramentas biotecnolégicas,
como os marcadores moleculares SNPs
(Single Nucleotides Polymorphisms), que
séo definidos como marcadores de DNA que
possibilita a identificacdo de genes interesse
para a agricultura. Diante disso, o objetivo
do trabalho foi identificar genes de interesse
em oito marcadores SNPs identificados
como polimorficos para a cultura de arroz
através de analises in silico, utilizando o
banco de dados genémicos Phytozome.
Esses genes foram descritos com base na
sua funcdo, além de serem identificados
a sequéncia gendmica, sequéncia CDS
(Coding DNA Sequence), sequéncia do
peptideo e sequéncia do transcrito. Como
resultados, foi possivel identificar seis
SNPs dentro de genes, localizados em
seis cromossomos distintos. Diversas
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fungdes foram identificadas nos genes, como proteinas hipotéticas, proteinas relacionadas
a calmodulina, proteinas G, dominio de ligagdo ARK e expresséo de proteinas. Em arroz,
uma das fungbes mais importantes estao relacionadas a expresséo das proteinas quinases
localizada no gene (LOC_0s04g45920, SNP S04_27195948) que, por sua vez, reconhece o
estresse hidrico em arroz, representando fontes potencias a serem incorporados em novas
cultivares, através da identificacdo desses genes em materiais como variedades tradicionais.
Sendo assim podem ser de interesse de melhoramento para a cultura do arroz ou para outras
culturas.

PALAVRAS-CHAVE: genémica, banco genémico; marcadores moleculares

ABSTRACT: Rice (Oryza sativa L.) is the second most cultivated cereal in the world, being
the food base of approximately 3 billion people, however, in the coming years, the reduction
of the arable area and of biotic and abiotic factors affected the production of the crop. One
of the alternatives to maintain the productive stability of the crop is the identification of
genes related to traits of interest for rice improvement. This identification is carried out using
biotechnological tools, such as molecular markers SNPs (Single Nucleotides Polymorphisms),
which are defined as DNA markers that enable the identification of genes of interest to
agriculture. Therefore, the objective of this work was to identify genes of interest in eight
SNPs markers identified as polymorphic for the rice crop through in silico analysis, using the
Phytozome genomic database. These genes were sensed based on their function, in addition
to identifying the genomic sequence, CDS sequence (Coding DNA Sequence), peptide
sequence and transcript sequence. As a result, it was possible to identify six SNPs within
genes, located on six different chromosomes. Several functions were identified in the genes,
such as hypothetical proteins, calmodulin related proteins, G proteins, ARK binding domain
and protein expression. In rice, one of the most important functions is related to the expression
of protein kinases located in the gene (LOC_0Os04g45920, SNP S04_27195948) which, in
turn, recognizes water stress in rice, representing sources of potency to be incorporated into
new cultivars, through identification of these genes in materials such as traditional varieties.
Therefore, it may be of interest to improve rice or other crops.

KEYWORDS: genomics, genomic bank; molecular markers

11 INTRODUGAO

O arroz (Oryza sativa L.) é o segundo cereal mais cultivado no mundo e representa
a base alimentar para cerca de trés bilhdes de pessoas. O Brasil € o maior produtor da
cultura fora do continente asiatico, com produ¢do em 2020 de 11.074.245 toneladas, em
uma area de 1.680.100 hectares com produtividade média de 6.591 kg/ha (SILVA, 2020). O
Rio Grande do Sul é o principal estado produtor de arroz, no qual é responsavel por cerca
de 70% da producao brasileira conforme dados da safra de 2018/2019 (SOSBAI, 2018).

Mesmo sendo um cereal com grande produc¢éo e produtividade mundial, a demanda
por alimentos ird aumentar de forma significativa nos préximos anos devido a redugéo
das areas agricultaveis e pelos fatores bibticos e abibticos. Neste contexto, é preciso

adotar estratégias para minimizar os problemas na produtividade do arroz, principalmente
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relacionado a genética e o melhoramento da cultura (CHAVES; OLIVEIRA, 2004).

Os programas de melhoramento priorizam, dentre varios objetivos, a identificacao de
genes em progénies de linhagens, cultivares ou em variedades tradicionais para obtencéao
de gendtipos que contenham um espectro, de por exemplo, fatores bidticos ou abibticos,
Dessa maneira, um dos primeiros passos € a identificagdo de genes para estudos genéticos
e gendmicos posteriores utilizando marcadores moleculares. (RAO, 2004).

Os marcadores moleculares podem ser definidos como fragmentos de DNA que
permitem a identificacdo de locos ou regides gendmicas, 0os quais podem conter genes
diferencialmente expressos ou que podem distinguir individuos ou genétipos geneticamente
divergentes. S&o ilimitados e faceis de serem identificados no genoma e isso tem contribuido
para a grande utilizacdo nos programas de melhoramento (FALEIRO, 2007). Uma classe
que é bem difundida no melhoramento para a cultura de arroz sdo os marcadores SNPs
(Single Nucleotides Polymorphisms) ou polimorfismos de um Unico nucleotideo (LIU;
ZHANG, 2006).

Os SNPs sao marcadores bialélicos e s@o caracterizados pela mudanga em uma
Unica base de DNA. Sao abundantes no genoma, com ampla distribuicdo no genoma,
e podem ser encontrados em regides que codificam proteinas, introns e em regies
flanqueadoras de genes, Sao utilizados para varios estudos, entre eles a identificacéo de
genes com algum potencial agrondmico. Sdo amplamente utilizados em estudos genémicos
de arroz, sendo um importante marcador para a cultura (SINGH et al., 2014).

Dessa maneira, o trabalho teve como objetivo identificar genes por marcadores
SNPs na cultura do arroz (O. sativa.) em um banco de dados genémicos. Posteriormente
a identificacéo, os genes foram descritos e anotados conforme as suas func¢des biologicas.
Esse estudo permitira que outros trabalhos poderao ser desenvolvidos para outras culturas,
levando o entendimento da genética e melhoramento de plantas nos processos atuais para
o desenvolvimento de cultivares e variedades de plantas de importancia agronémica.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de execucao do projeto

Empregou-se analises in silico, utilizando dados de marcadores de Polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs). Esses marcadores foram identificados em possiveis genes
no genoma do arroz, utilizando o banco de dados gendémicos do Phytozome disponivel em
<https://phytozome-next.jgi.doe.gov>.

2.2 Marcadores SNPs e analises in silico

Foram utilizados oito marcadores SNPs obtidos na literatura identificados como
polimérficos para a cultura do arroz (Tabela 1) com o objetivo de identifica-los em genes de
interesse para a cultura do arroz.
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SNP Cromossomo Posicao
S01_23885433 1 23885433
S03_3311741 3 3311741
S04_27195948 4 27195948
S05_28201815 5 28201815
S05_29213630 5 29213620
S08_22353023 8 22353023
S09_18281732 9 18281732
S10_15699535 10 15699535

Em um primeiro momento, esses SNPs foram identificados no genoma do arroz no

Tabela 1- Marcadores SNPs encontrados em arroz (O. sativa)

banco de dados do Phytozome. Para tanto algumas etapas principais serdo necessarias,

tais como:

1) No banco de dados foi selecionado a ferramenta JBrowser para o genoma de O.

sativa v7.0.

2) Com o genoma disponivel, foram localizados os cromossomos onde 0os SNPs

foram identificados e a posi¢cao de cada um deles nos cromossomos.

3) Os genes identificados para cada marcador SNP foi descrito com base na
sua sequéncia gendmica, sequéncia do transcrito, sequéncia CDS (Coding DNA
Sequence), sequéncia do peptideo e outras informagdes tais como a identificagcao

do gene, nome do transcrito.

Os genes identificados no JBrowser foram anotados quanto a sua fung¢éo putativa

no site do RGAP- Rice Genome Annotation Project acessado em (http://rice.plantbiology.

msu.edu).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

De todos os marcadores single nucleotide polymorphisms avaliados, seis foram

identificados em genes naculturado arroz, exceto os SNPS S05_28201815e S08_22353023,

cujo polimorfismos ndo foram identificados em nenhum segmento génico. Tais resultados
evidenciam a importancia do uso de marcadores moleculares SNPs na identificacdo de
genes de importancia agronémica para a cultura do arroz. (Tabela 1). Diversas informacgbes

dos genes foram indicadas, como: SG: Sequéncia gendmica; ST: Sequéncia do Transcrito;

SCDS: Sequéncia CDS; SP: Sequéncia do Peptideo; FG: Funcéo do gene.
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SNP CROMOSSOMO POSICAO GENE TRANSCRITO

S01_23885433 1 23885433 LOC_0Os01g42130 LOC_0s01g42130.1

S03_3311741 3 3311741 LOC_0s03g06570 LOC_0s03g06570.1
S04_27195948 4 27195948 LOC_0s04g45920 LOC_0s04g45920.1
S05_28201815 5 28201815 - -
S05_29213630 5 29213620 LOC_0s05g50910 LOC_0s059g50910.1
S08_22353023 8 22353023 - -
S09_18281732 9 18281732 LOC_0s09g30070 LOC_0s09g30070.1
S$10_15699535 10 15699535 LOC_0Os10g30210 LOC_0Os10g30210.1

Tabela 2. Marcador SNPs identificados em genes na cultura do arroz (Oryza sativa L.)

O marcador S01_23885433, localizado no cromossomo um e na posi¢éo 23885433
(Tabela 3), foi identificado no gene LOC_0Os01g49070 (Figura 1). Este gene esta associado

a hypothetical protein (proteina hipotética).

LOC_0Os01g42130 (S01_23885433)

SG

ATGGCCGGCGGCCTCCTCAGCAAAGCGTCCAGCGCCGTGGCCGCCTGCGCGCGC-
CGCGTGTCGCGCGCCACCCGCCGCCTCCTCCGCGCGCGCCTGCTCCGCCGGGGC-
GGCGGCGGCGGTGGTGGCGAGACCGGGAAGCCCGACGGCGGTGGCGGCGGTGG-
TGGCGAAGGGCTGTGGCGGCGGGCGATACTGATGGGGGAGCGGTGCGAGCCGCT-
CAGCTTCCCGGGCGCCATCCCTACGACAGCCGCGGGCGGCGGCTCTCGCAGCCGC-
GCCGCGCCAAGGCGAAGCCGGCGGCGGCCACCGCCGCGCTGCTCTGCCGCTCGT-
CGGACGCCGTCGACGAGGCCGTCGCGGCGGCGAACAACAGCAAGGCCGCCAGATA-
CGTG

ST

ATGGCCGGCGGCCTCCTCAGCAAAGCGTCCAGCGCCGTGGCCGCCTGCGCGCGCC-
GCGTGTCGCGCGCCACCCGCCGCCTCCTCCGCGCGCGCCTGCTCCGCCGGGGCG-
GCGGCGGCGGTGGTGGCGAGACCGGGAAGCCCGACGGCGGTGGCGGCGGTGGT-
GGCGAAGGGCTGTGGCGGCGGGCGATACTGATGGGGGAGCGGTGCGAGCCGCTCA-
GCTTCCCGGGCGCCATCCACTACGACAGCCGCGGGCGGCGGCTCTCGCAGCCGC-
GCCGCGCCAAGGCGAAGCCGGCGGCGGCCACCGCCGCGCTGCTCTGCCGCTCGT-
CGGACGCCGTCGACGAGGCCGTCGCGGCGGCGAACAACAGCAAGGCCGCCAGATA-
CGTGGCGGTGTCGCTGCTCCGAGACTAGACATCGCGCGCGTGGCGCGC

SCDS

ATGGCCGGCGGCCTCCTCAGCAAAGCGTCCAGCGCCGTGGCCGCCTGCGCGCGCC-
GCGTGTCGCGCGCCACCCGCCGCCTCCTCCGCGCGCGCCTGCTCCGCCGGGGCG-
GCGGCGGCGGTGGTGGCGAGACCGGGAAGCCCGACGGCGGTGGCGGCGGTGGT-
GGCGAAGGGCTGTGGCGGCGGGCGATACTGATGGGGGAGCGGTGCGAGCCGCTCA-
GCTTCCCGGGCGCCATCCACTACGACAGCCGCGGGCGGCGGCTCTCGCAGCCGC-
GCCGCGCCAAGGCGAAGCCGGCGGCGGCCACCGCCGCGCTGCTCTGCCGCTCGT-
CGGACGCCGTCGACGAGGCCGTCGCGGCGGCGAACAACAGCAAGGCCGCCAGATA-
CGTGGCGGTGTCGCTGCTCCGAGACTAG

SP

MAGGLLSKASSAVAACARRVSRATRRLLRARLLRRGGGGGGGETGKPDGGGGGGGE-
GLWRRAILMGERCEPLSFPGAIHYDSRGRRLSQPRRAKAKPAAATAALLCRSSDAVDE-
AVAAANNSKAARYVAVSLLRD*

FG

expressed protein

Tabela 3. Informagdes gendmicas do gene LOC_0Os01g42130, identificado pelo marcador SNP

S01_23885433
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Figura 1. Identificacdo da posicdo do gene LOC_Os01g42130 no banco de dados genémicos

Mesmo com fungéo generalizada (proteina expressa), esse gene foi identificado em
dois QTLs (Quantitative Trait Locus ou Locos de caracteristicas quantitativas) previamente
relacionados a tolerancia a seca em arroz (rfwib, brt1d), sendo que o QTL brt1d esta
associado a espessura da raiz basal de arroz (YAMBAO et al,1992) e o rfwlb esta
associado ao peso seco da raiz (LI et al., 2005).

O estresse hidrico afeta diversos processos bioquimicos, fisiologicos e morfolégicos
nas plantas, sendo que as respostas das plantas a esses processos dependem do estadio
de desenvolvimento da planta por exemplo em arroz, os estadios mais afetados sdo os
reprodutivos, como o periodo de floracdo e enchimento de grédos, e na dependéncia e
duracéo da severidade do estresse (VIDAL et al., 2005). Nas plantas, sob a condi¢éo de
déficit hidrico, ocorre o fechamento dos estdbmatos que reduz os niveis de transpiragéo e o
suprimento de CO,, além de diminuir o crescimento das células e aumentar a fotorrespiragéo
(SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). No mais, esses efeitos provocam a perda
de vigor, diminuicéo de altura e consequentemente perda de produtividade na cultura (JIN
et al., 2013).

O marcador S03_3311741, localizado no cromossomo trés e na posi¢cao 3311741
(Tabela 4) foi identificado no gene LOC_0s03g06570 (Figura 2), sendo a fungéo associada
relacionada a Calmodulina (1Q calmodulin-binding motif).
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LOC_0s03g06570 (S03_3311741)

SG

ATGTTCTTAGCAGTTTGTCCAAAAGCTTCACGTGGCTCTCTTCTTAATTCTTAT-
TCAGCTCGCCACACTGTTGACTGAAAAATTGGAGCAGGCACTGCAGG GTG-
GTTGTCTGAATTTGATCTTTGTATCTGTTTAGGTAGTAGCCATGGATGACAA-
ATTGTTCGTTGTGATATGGTTTGAGATTTTGTGAAATTTTTGGTGAATTTTCAG
TGATCGGTTAGGAGGGAGGAGGA ATGGGGAAGGCGGGGAGATGGCTGAGGA-
GCTTCTTGGCCGGCGGCAAGAAGGGTGGCAAGAAGGGCGAGGCAATGGCGGC-
GGCTTTGCCCGGAGAGGCGGCGAAGGAGAAGCGGTGGAGCTTCAGGCGACCG-
GTGCACGGCGAGAAGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGCGGCGGCGGACGGCGTG-
GTGGTGGGCGAGGCCGAGGCGGGGTTTGATCTGTCCGCGTCGGAGTCGGAGT-
TCGACCAGAAGAGACACGCCATGGCGGTCGCGGTGGCGACCGCGGCCGCCGC-
CGACGCCGCCGTGGCCGCGGCGCACGCCGCGGCCGCCGCCGTCCGCCTCTCC-
TCCCGCAAGGCGCACCAGCTGCCGGCGAGCGCCGTCGAGGAGGCGGCGGCTG-
TCAGGATTCAGGCCACCTTCAGAGGCTACCTGGTAATAACGCACAAAATTTCCCTC-
TCCTACGTGTTCGTCGGATCGATCACGACGTGTTCGTCCGCGTGACAATGCAG
GCAAGAACAGCGCTGTGCGCGCTGAGGGGCATCGTGAAGTTGCAAGCTCTGGTGCGAGGC-
CAGCTCGTGAGGAAGCAGGCGACCGCCACGCTCCGCTGCATGCAGGCTCTCCTCGCGGC-
GCAGTCGCAGCTGCGCGCGCAGGCGCAGCGGGTGCGCGCGCTGCACGAACACCACCGGA-
CGCCGCCCAGGCCACGGCCGCCGTCGCCGCCGCAGCACCCGAGGCACCGCCGATCCTAC
GTAAGTTTTTCACCGGAAAATTTAATCTGATGATATGAACAGACGCCCTGACGGGGAT-
GGGGGTGGAGCAGGAGATGGACAGGTCGTGCGAGGAGAACGCCAAGATCGTGGA-
GGTGGACAGCGGCGCCGGCGAGCCGGCGCGGCGCGGCGGCGAGTACGGCCAC-
CACGGGCGGTGGTCGCCGGCGCCGTCGGCGATGACGGAGGTGATGAGCCCGAG-
GGCGTACAGCGGCCACTTCGAGGACATGGCGTTCGCCGCGACGGCGCACAGCA-
GCCCGCATCACGCGTCGGCGTCGTCGGAGCTGCTGTGCTGCCCGAGCTACATGGC-
CAACACGGAGTCGTCCCGCGCCAAGGCGCGGTCCCAGAGCGCGCCGAGGCAGC-
GCACCGACGCGCTGGAGCGGCAGCCGAGCCGCCGGAAGAGCGGCGGCGGCGE-
CGGCGGCGCCAAGATGCAGCGGTCGTCGTCGTCGCACGCCGCGGCGGCCCAGC-
GCGGCGCGCAGTTCCCATGGCCGGTGATCAAGCTGGACACGTCGAGCGCGTCGC-
TCAAGGACAGCGAGTGCGGGTCGACGAGCTCCGTTCTCACCGCCGCCACCGTCTA-
CAGCCGGACGCGGTCGCTAGTCGGATTCGAGGTGAGTTACGACTTCCGAGACATC-
GTCCATGTTTTTTTCTAACGAAGATGAAAATAAAGTTAATGTATGTAAAATAAAAAGT-
TATTAGGATATGATTTATTGAGCTTTAACTATTACAAACTTAAAAAATAGATTTATTTAA-
TATATTTAAGCAACTTATATATATAATTTTTTTAAAAAAAACGTAGAGTATGAAAATAGAG-
GTAAATTCTACTACTCTGTCTAAAAAAATAAACTCTAGCTATGAATATAGACATGTATG-
TGTTTAGATTCGTAGCTAGGATTGATTTTTTTTTTCTTTGGACCGAGGGGGTATATCT-
TAGTGTGAAAAACATAAGGAAAAAATTATTCACTCGCACTTGTTCTTTGCATGATCCAG
GTGCGCAGGGGTTTGTACTGA GCTACAAGAATAAAAAATGCCATTGCCGGACGAACC-
GGGAGCTTCGCCAATCGCCATGGATTGAATGTTCGTCAGTTTGCTCGACGTGTGATG-
GATTCAGGATCATGAACTGTACATTCTGTGTAGGTTATTCTGTGTTGTGGTGACTGTA-
ACATACCAGGAATACATACTGCTAAGTGAAAGCGAAATGTAATAAGCAATCCACTGCA-
ATTTCTTCCAAATTCCAGTGTTTGTTCC

ST

ATGTTCTTAGCAGTTTGTCCAAAAGCTTCACGTGGCTCTCTTCTTAATTCT-
TATTCAGCTCGCCACACTGTTGACTGAAAAATTGGAGCAGGCACTGCAGG
TGATCGGTTAGGAGGGAGGAGGA ATGGGGAAGGCGGGGAGATGGCTGAG-
GAGCTTCTTGGCCGGCGGCAAGAAGGGTGGCAAGAAGGGCGAGGCAATGGCGG-
CGGCTTTGCCCGGAGAGGCGGCGAAGGAGAAGCGGTGGAGCTTCAGGCGACC-
GGTGCACGGCGAGAAGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGCGGCGGCGGACGGCGT-
GGTGGTGGGCGAGGCCGAGGCGGGGTTTGATCTGTCCGCGTCGGAGTCGGAGT-
TCGACCAGAAGAGACACGCCATGGCGGTCGCGGTGGCGACCGCGGCCGCCGC-
CGACGCCGCCGTGGCCGCGGCGCACGCCGCGGCCGCCGCCGTCCGCCTCTCC-
TCCCGCAAGGCGCACCAGCTGCCGGCGAGCGCCGTCGAGGAGGCGGCGGCT-
GTCAGGATTCAGGCCACCTTCAGAGGCTACCTGGCAAGAACAGCGCTGTGCGC-
GCTGAGGGGCATCGTGAAGTTGCAAGCTCTGGTGCGAGCCAGCTCGTGAGGAAG-
CAGGCGACCGCCACGCTCCGCTGCATGCAGGCTCTCCTCGGCGCAGTCGCAGC-
TGCGCGCGCAGGCGCAGCGGGTGCGCGCGCTGCACGAACACCACCGGACGC-
CGCCCAGGCCACGGCCGCTCGCCGCCAGCACCCGAGGCACCGCCGATCCTAC
GTGCGCAGGGGTTTGTACTGAGCTACAAGAATAAAAAATGCCATTGCCGGACGAACC-
GGGAGCTTCGCCAATCGCCATGGATTGAATGTTCGTCAGTTTGCTCGACGTGTGATG-
GATTCAGGATCATGAACTGTACATTCTGTGTAGGTTATTCTGTGTTGTGGTGACTGTA-
ACATACCAGGAATACATACTGCTAAGTGAAAGCGAAATGTAATAAGCAATCCACTGCA-
ATTTCTTCCAAATTCCAGTGTTTGTTCC
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SCDS | ATGGGGAAGGCGGGGAGATGGCTGAGGAGCTTCTTGGCCGGCGGCAAGAAGGG-
TGGCAAGAAGGGCGAGGCAATGGCGGCGGCTTTGCCCGGAGAGGCGGCGAAG-
GAGAAGCGGTGGAGCTTCAGGCGACCGGTGCACGGCGAGAAGGCGGCGGCGGA-
GGCGGCGGCGGCGGCGGACGGCGTGGTGGTGGGCGAGGCCGAGGCGGGGTTT-
GATCTGTCCGCGTCGGAGTCGGAGTTCGACCAGAAGAGACACGCCATGGCGGTC-
GCGGTGGCGACCGCGGCCGCCGCCGACGCCGCCGTGGCCGCGGCGCACGCCG-
CGGCCGCCGCCGTCCGCCTCTCCTCCCGCAAGGCGCACCAGCTGCCGGCGAGC-
GCCGTCGAGGAGGCGGCGGCTGTCAGGATTCAGGCCACCTTCAGAGGCTACCTG
GCAAGAACAGCGCTGTGCGCGCTGAGGGGCATCGTGAAGTTGCAAGCTCTGGTGC-
GAGGCCAGCTCGTGAGGAAGCAGGCGACCGCCACGCTCCGCTGCATGCAGGCTC-
TCCTCGCGGCGCAGTCGCAGCTGCGCGCGCAGGCGCAGCGGGTGCGCGCGCTG-
CACGAACACCACCGGACGCCGCCCAGGCCACGGCCGCCGTCGCCGCCGCAGCACC-
CGAGGCACCGCCGATCCTACGAGATGGACAGGTCGTGCGAGGAGAACGCCAAGATC-
GTGGAGGTGGACAGCGGCGCCGGCGAGCCGGCGCGGCGCGGCGGCGAGTACGGC-
CACCACGGGCGGTGGTCGCCGGCGCCGTCGGCGATGACGGAGGTGATGAGCCCGA-
GGGCGTACAGCGGCCACTTCGAGGACATGGCGTTCGCCGCGACGGCGCACAGCA-
GCCCGCATCACGCGTCGGCGTCGTCGGAGCTGCTGTGCTGCCCGAGCTACATGGC-
CAACACGGAGTCGTCCCGCGCCAAGGCGCGGTCCCAGAGCGCGCCGAGGCAGCG-
CACCGACGCGCTGGAGCGGCAGCCGAGCCGCCGGAAGAGCGGCGGCGGCGGCG-
GCGGCGCCAAGATGCAGCGGTCGTCGTCGTCGCACGCCGCGGCGGCCCAGCGCG-
GCGCGCAGTTCCCATGGCCGGTGATCAAGCTGGACACGTCGAGCGCGTCGCTCAAG-
GACAGCGAGTGCGGGTCGACGAGCTCCGTTCTCACCGCCGCCACCGTCTACAGCCG-
GACGCGGTCGCTAGTCGGATTCGAG GTGCGCAGGGGTTTGTACTGA

SP MGKAGRWLRSFLAGGKKGGKKGEAMAAALPGEAAKEKRWSFRRPVHGEKAAAE-
AAAAADGVVVGEAEAGFDLSASESEFDQKRHAMAVAVATAAAADAAVAAAHAAAAA-
VRLSSRKAHQLPASAVEEAAAVRIQATFRGYL ARTALCALRGIVKLQALVRGQLVRK-
QATATLRCMQALLAAQSQLRAQAQRVRALHEHHRTPPRPRPPSPPQHPRHRRSY
EMDRSCEENAKIVEVDSGAGEPARRGGEYGHHGRWSPAPSAMTEVMSPRAYSGHFED-
MAFAATAHSSPHHASASSELLCCPSYMANTESSRAKARSQSAPRQRTDALERQPSR-
RKSGGGGGGAKMQRSSSSHAAAAQRGAQFPWPVIKLDTSSASLKDSECGSTSSVLTAA-
TVYSRTRSLVGFE VRRGLY*

FG IQ calmodulin-binding motif (1Q)

Tabela 4. Informagdes gendmicas do gene LOC_0Os03g06570, identificado pelo marcador SNP
S03_3311741

Oryza sativavi.0 * File View Help

0 5,000‘000 10,000,000 15,000,000 20,000,000 25,000,000 30,000,000 35,000,00¢

@ @ Q Q ®\ Q Chr3 = j Chr3:3309426..3312915 (3.49 Kb)

3,310,000 3,311,250 3,312,500

; : 3 L ————— -
Transcript LOC_0s03g06570.1

Alternative Transcript

Figura 2. Identificacdo da posicdo do gene LOC_0Os03g06570 no banco de dados genémicos

A calmodulina (CAM) é um sinalizador de Ca?', detectado em varios genes e
encontrados em todos os eucariotos, apresentando diversas isoformas espécies-especifica
em plantas (BOUCHE et al., 2005). Apesar CAM da n&o apresentar atividades enzimaticas,
o complexo Ca?*/CAM é capaz de funcionar como reguladores de diversos processos
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celulares, modulando a atividade de muitas proteinas alvo (YANG; POOVAIAH, 2003).

Conforme estudos de Chinpongpanich et al. (2012), as CAM podem estar
relacionadas as fungdes de regulagdes de estresses abibticos, que, para a cultura de arroz,
€ importante na relagéo para a tolerancia a seca nas plantas.

O marcador SNP S04_27195948, localizado no cromossomo quatro e na posi¢ao
27195948 (Figura 3), foi identificado no gene LOC_0s04g45920 (Tabela 5) e esta associado
ao dominio de proteina quinase, que por sua vez é importante para regulacéo de sinais e
desde alteracdes quimicas (DROILLARD et al., 2000).

Oryza sativav7.0 * File View Help co Share

0 5000000 10000000 15000000 20000000 25000000 | 30000000 3500
IS Q A QQ Chvd] = | Chr4:27193676.27197180 (36 Kb) | Go !
27.193.750 27,195,000 27.196,250
2 Transcript ]— = i
{1 I —_—

+
LOC_0s04g45920.1

Alternative Transcript

Figura 3. Identificacéo da posi¢éo do gene LOC_0s04g45920 no banco de dados genémicos
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LOC_0s04g45920 ( S04_27195948)

SG

GCTTCGAGCAAAAGCAAGAAGGATAAAGAGGTTGGCAGGGGAGGTGACTGAGA-
ACTGACTGGTTGAGCACTTTGATTCTTCGGAGCCGGTCAGCCGGATCACGGTAG-
GCAGTACACAGTTCATGGTCCATGACTGTTGTATCAAACGATTCGGCCATTTGGAG-
GCATGTCTCCTCTTGAGCATCTGCTGCCATTGAGTTTCTTGTGATCGGCAGCTGTC-
TACTGTTGGATTTCTCTTCCATCTGGCAGAAATCTGGCTTTGCTGGATTTTTCTTC-
TCTGATCGATTGGTTCTTCCTTCCACTGTGTTCTCTTTGCTCTTGGCCTTCTCCTG-
GTTGGATTTTAATCACGTAGAAGTACAGACAAGTCATTGTCGAGCAACAGAAGAAA-
TAGAAAATGTCTCTGTTTTAATCACCAATGCGTGATCTTTTTCTCTGCAACCTCTGA-
GTTCTTGAAGTACCTGAAATTGTGGTAGCAGCCGGGCTTCTTCCTCCAAGAAATG-
GGCTGCATGTGCCTCTTCCAGGACAAGCGCAGGAGCAAGAGACGGCCGGAGGT-
GGCGGCGCCGGCGCCGGCACCGGCTCCGCCCTCCCCGAGTGCCGCTGCCGC-
CGTTTCCACCGATGCGTGCTCGAACGTGTCCGTGCCAGCCGCCGCGCCGAGCA-
CGTGCACGTCGTCGTGGGCGAGCACGAGGCCGTCGGCGAGCTCCTCGGCGGT-
GAGCACCCCGGAGCCGTACGAGGCGAGGCAGGGCGCCCCCCGCGAGCTCGCTC-
TCCGCGAGCTCCGCGGCGCCACGGGCGACTTCAGCCCGCTGCTCATGGTCGGC-
CGGGGCGGCTTCGGGTGCGTCTACCGCGGCGTCCTCCGCCTCCCCGGCGAGC-
CGCCCCACGGCACCCCCGTCGCCGTCAAGAGGCTCAACCCCGACAGCCGCCAG
GCACGCACACACATGACGACACGCTCCCGGTTGATCTCGACCGCTTCCGCCATT-
TGTGACGACTCCATTGTATCGTGCTCGTGCAG GGGCACAAGGAGTGGCTCGCC-
GAGGTGCAGCTGCTGGGCGTCGTGGAGCACCCCAACCTCGTCAACCTCCTCG-
GCTACTGCGCGGCGCAGACGGAGCGAGGCCCGCAGCGGCTGCTGGTGTACGA-
GTTCGTGCCGAATAAGACGCTGGACGACCACCTGTTCGACCGATCCCACCCCG-
TCCTCCCGTGGGGCGTCAGGCTGCAGATCGCGCTGGGCGCTGCCGAGGGGT-
TACTGTACCTCCACGAGGGCCTGGAGTTTCAGGTAATCCACATCTTCTCCGAAAA-
ACTGCGCGTCTTCATCAGAAAACACACCATTTTCACCTGATTTTCCTTGTTTGTCAG
ATCATATACCGTGATTTCAAGGCTGCAAATGTGCTGCTGGATGATGAGTTCAGACCCA-
AACTGTCAGATTTCGGATTAGCAAGGGAAGGGCCATCAGAAGGTCAGACACATGTCTC-
CACAGCG GTATGTGCAAACATCACAGTTCAGAAAATGTGTCAACTCAACACGGATCA-
TATCACTTCTGAATTCTTCAGAAATGAATCCGTTTTGGCTTTGGTGGATCAGGTGATGG-
GGACGTACGGCTACGCGGCACCGGACTACGTCCGGACGGGGCACCTCACGACCAA-
GAGCGACGTGTGGAGCTTCGGCGTTGTGCTGTACGAGATCCTCGCCGGCCGGCGGT-
CGATCGACAAGAGTCGGCCCAAGGACGAGCAGAAGCTCCTCGAGTGGGTGCGGCG-
GCACCCCGCCGGGAGCCCGCGGTTCGGCCGGATCATGGACGGGAGGCTGCAGGG-
GAGGTACTCCGTGAGAGCGGCCAGGGAGGTCGCCGAGCTCGCCGCCGGCTGCCTC-
GCGAAGCACGGCAAGGACCGCCCCGCGATGGCGGAGGTGGTCGAGCGGCTGAGGC-
GGGCGACGCGGCACGCCGAGCTGGACGGCGAAGTGTATGATGATGCCGGGGAGGA-
GAGCTCGAGCTCGCCGGCGGCGGCGGCCGTGGAGGACGACGTGGCCGTGGCCGC-
GGCGGCGGCGAGGCGGCGGATGCTCCACCTTGCTGCGCTCGGGGAGAACGCGAGC-
GCGAGCGCTCACGCGAGGAGAAGGCTCATGCTCATGAGGGCGGCTGCTGCTGCCAC-
TGCCGCGACGTGACCTGTTCATTCTCTTGTCGGAGTTGACAATCACAATGCAGGATT-
GACTTCTGAAGGATTTTTTTTTTGTGCTGAGATGATATTTTTTTGTTACGGGTTTTGAGAA-
AAACAAATTACAGGACTTTGTGACTACAACTTGTACAGCATGGTTAATCCAAATAATACA-
ATTTTCAGTAGAGACATTGTGACAACAAATTGAACAATGTGGTTCTTTTGTGTAAACGAC-
CAAATCGAACAGCACACTAATAACTTCGTGAAACTGAAAGCTGAAGGAATCACATACAC-
GCAGGAGCAGGCATGGAACGAATTCAGTTATCTGCAATTGGAAATGCTGACCCAATTTT-
GCTGTTTCCCATTCGGTAGCACTTGATGTTTACTCCGTACGGGCCAATCTCAACGCGGT-
TATCTTCCCCTCCCATAAAGAAGCAGAGCGTGTAGAGTGCAACCTCAAACTCAGGGCT-
GACACCAATCAGAGTGCTGGATACCGATTTCAGAACACCGTGCCACTCAAACTGAATA-
GTCAATAGCTGTGTCTCTGA
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ST

GCTTCGAGCAAAAGCAAGAAGGATAAAGAGGTTGGCAGGGGAGGTGACTGAGA-
ACTGACTGGTTGAGCACTTTGATTCTTCGGAGCCGGTCAGCCGGATCACGGTAG-
GCAGTACACAGTTCATGGTCCATGACTGTTGTATCAAACGATTCGGCCATTTGGAG-
GCATGTCTCCTCTTGAGCATCTGCTGCCATTGAGTTTCTTGTGATCGGCAGCTGTC-
TACTGTTGGATTTCTCTTCCATCTGGCAGAAATCTGGCTTTGCTGGATTTTTCTTC-
TCTGATCGATTGGTTCTTCCTTCCACTGTGTTCTCTTTGCTCTTGGCCTTCTCCTG-
GTTGGATTTTAATCACGTAGAAGTACAGACAAGTCATTGTCGAGCAACAGAAGAAA-
TAGAAAATGTCTCTGTTTTAATCACCAATGCGTGATCTTTTTCTCTGCAACCTCTGA-
GTTCTTGAAGTACCTGAAATTGTGGTAGCAGCCGGGCTTCTTCCTCCAAGAAATG-
GGCTGCATGTGCCTCTTCCAGGACAAGCGCAGGAGCAAGAGACGGCCGGAGGT-
GGCGGCGCCGGCGCCGGCACCGGCTCCGCCCTCCCCGAGTGCCGCTGCCGC-
CGTTTCCACCGATGCGTGCTCGAACGTGTCCGTGCCAGCCGCCGCGCCGAGCA-
CGTGCACGTCGTCGTGGGCGAGCACGAGGCCGTCGGCGAGCTCCTCGGCGGT-
GAGCACCCCGGAGCCGTACGAGGCGAGGCAGGGCGCCCCCCGCGAGCTCGCTC-
TCCGCGAGCTCCGCGGCGCCACGGGCGACTTCAGCCCGCTGCTCATGGTCGGC-
CGGGGCGGCTTCGGGTGCGTCTACCGCGGCGTCCTCCGCCTCCCCGGCGAGC-
CGCCCCACGGCACCCCCGTCGCCGTCAAGAGGCTCAACCCCGACAGCCGCCAG
GGGCACAAGGAGTGGCTCGCCGAGGTGCAGCTGCTGGGCGTCGTGGAGCACCC-
CAACCTCGTCAACCTCCTCGGCTACTGCGCGGCGCAGACGGAGCGAGGCCCG-
CAGCGGCTGCTGGTGTACGAGTTCGTGCCGAATAAGACGCTGGACGACCACC-
TGTTCGACCGATCCCACCCCGTCCTCCCGTGGGGCGTCAGGCTGCAGATCGC-
GCTGGGCGCTGCCGAGGGGTTACTGTACCTCCACGAGGGCCTGGAGTTTCAG
ATCATATACCGTGATTTCAAGGCTGCAAATGTGCTGCTGGATGATGAGTTCAGACCCA-
AACTGTCAGATTTCGGATTAGCAAGGGAAGGGCCATCAGAAGGTCAGACACATGTCTC-
CACAGCGGTGATGGGGACGTACGGCTACGCGGCACCGGACTACGTCCGGACGGGG-
CACCTCACGACCAAGAGCGACGTGTGGAGCTTCGGCGTTGTGCTGTACGAGATCCT-
CGCCGGCCGGCGGTCGATCGACAAGAGTCGGCCCAAGGACGAGCAGAAGCTCCTC-
GAGTGGGTGCGGCGGCACCCCGCCGGGAGCCCGCGGTTCGGCCGGATCATGGACG-
GGAGGCTGCAGGGGAGGTACTCCGTGAGAGCGGCCAGGGAGGTCGCCGAGCTCGC-
CGCCGGCTGCCTCGCGAAGCACGGCAAGGACCGCCCCGCGATGGCGGAGGTGGTC-
GAGCGGCTGAGGCGGGCGACGCGGCACGCCGAGCTGGACGGCGAAGTGTATGATGA-
TGCCGGGGAGGAGAGCTCGAGCTCGCCGGCGGCGGCGGCCGTGGAGGACGACGT-
GGCCGTGGCCGCGGCGGCGGCGAGGCGGCGGATGCTCCACCTTGCTGCGCTCGG-
GGAGAACGCGAGCGCGAGCGCTCACGCGAGGAGAAGGCTCATGCTCATGAGGGCG-
GCTGCTGCTGCCACTGCCGCGACGTGACCTGTTCATTCTCTTGTCGGAGTTGACAAT-
CACAATGCAGGATTGACTTCTGAAGGATTTTTTTTTTGTGCTGAGATGATATTTTTTTGT-
TACGGGTTTTGAGAAAAACAAATTACAGGACTTTGTGACTACAACTTGTACAGCATGGT-
TAATCCAAATAATACAATTTTCAGTAGAGACATTGTGACAACAAATTGAACAATGTGGT-
TCTTTTGTGTAAACGACCAAATCGAACAGCACACTAATAACTTCGTGAAACTGAAAGC-
TGAAGGAATCACATACACGCAGGAGCAGGCATGGAACGAATTCAGTTATCTGCAATTG-
GAAATGCTGACCCAATTTTGCTGTTTCCCATTCGGTAGCACTTGATGTTTACTCCGTAC-
GGGCCAATCTCAACGCGGTTATCTTCCCCTCCCATAAAGAAGCAGAGCGTGTAGAGTG-
CAACCTCAAACTCAGGGCTGACACCAATCAGAGTGCTGGATACCGATTTCAGAACACC-
GTGCCACTCAAACTGAATAGTCAATAGCTGTGTCTCTGAA
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SCDS | ATGGGCTGCATGTGCCTCTTCCAGGACAAGCGCAGGAGCAAGAGACGGCCGGAG-
GTGGCGGCGCCGGCGCCGGCACCGGCTCCGCCCTCCCCGAGTGCCGCTGCCGC-
CGTTTCCACCGATGCGTGCTCGAACGTGTCCGTGCCAGCCGCCGCGCCGAGCA-
CGTGCACGTCGTCGTGGGCGAGCACGAGGCCGTCGGCGAGCTCCTCGGCGGT-
GAGCACCCCGGAGCCGTACGAGGCGAGGCAGGGCGCCCCCCGCGAGCTCGCTC-
TCCGCGAGCTCCGCGGCGCCACGGGCGACTTCAGCCCGCTGCTCATGGTCGGC-
CGGGGCGGCTTCGGGTGCGTCTACCGCGGCGTCCTCCGCCTCCCCGGCGAGC-
CGCCCCACGGCACCCCCGTCGCCGTCAAGAGGCTCAACCCCGACAGCCGCCAG
GGGCACAAGGAGTGGCTCGCCGAGGTGCAGCTGCTGGGCGTCGTGGAGCACCC-
CAACCTCGTCAACCTCCTCGGCTACTGCGCGGCGCAGACGGAGCGAGGCCCGCA-
GCGGCTGCTGGTGTACGAGTTCGTGCCGAATAAGACGCTGGACGACCACCTGTTC-
GACCGATCCCACCCCGTCCTCCCGTGGGGCGTCAGGCTGCAGATCGCGCTGGGC-
GCTGCCGAGGGGTTACTGTACCTCCACGAGGGCCTGGAGTTTCAGATCATATACC-
GTGATTTCAAGGCTGCAAATGTGCTGCTGGATGATGAGTTCAGACCCAAACTGTCA-
GATTTCGGATTAGCAAGGGAAGGGCCATCAGAAGGTCAGACACATGTCTCCACAGCG
GTGATGGGGACGTACGGCTACGCGGCACCGGACTACGTCCGGACGGGGCACCTCAC-
GACCAAGAGCGACGTGTGGAGCTTCGGCGTTGTGCTGTACGAGATCCTCGCCGGCC-
GGCGGTCGATCGACAAGAGTCGGCCCAAGGACGAGCAGAAGCTCCTCGAGTGGGT-
GCGGCGGCACCCCGCCGGGAGCCCGCGGTTCGGCCGGATCATGGACGGGAGGCTG-
CAGGGGAGGTACTCCGTGAGAGCGGCCAGGGAGGTCGCCGAGCTCGCCGCCGGCT-
GCCTCGCGAAGCACGGCAAGGACCGCCCCGCGATGGCGGAGGTGGTCGAGCGGCT-
GAGGCGGGCGACGCGGCACGCCGAGCTGGACGGCGAAGTGTATGATGATGCCGGG-
GAGGAGAGCTCGAGCTCGCCGGCGGCGGCGGCCGTGGAGGACGACGTGGCCGTG-
GCCGCGGCGGCGGCGAGGCGGCGGATGCTCCACCTTGCTGCGCTCGGGGAGAACG-
CGAGCGCGAGCGCTCACGCGAGGAGAAGGCTCATGCTCATGAGGGCGGCTGCTGCT-
GCCACTGCCGCGACGTGA

SP MGCMCLFQDKRRSKRRPEVAAPAPAPAPPSPSAAAAVSTDACSNVSVPAAAPSTCT-
SSWASTRPSASSSAVSTPEPYEARQGAPRELALRELRGATGDFSPLLMVGRGGFGC-
VYRGVLRLPGEPPHGTPVAVKRLNPDSRQ GHKEWLAEVQLLGVVEHPNLVNLLGYCA-
AQTERGPQRLLVYEFVPNKTLDDHLFDRSHPVLPWGVRLQIALGAAEGLLYLHEGLEFQ
IIYRDFKAANVLLDDEFRPKLSDFGLAREGPSEGQTHVSTA VMGTYGYAAPDYVRTGHLT-
TKSDVWSFGVVLYEILAGRRSIDKSRPKDEQKLLEWVRRHPAGSPRFGRIMDGRLQGRYS-
VRAAREVAELAAGCLAKHGKDRPAMAEVVERLRRATRHAELDGEVYDDAGEESSSSPAA-
AAVEDDVAVAAAAARRRMLHLAALGENASASAHARRRLMLMRAAAAATAAT*

FG protein kinase domain containing protein, expressed

Tabela 5. Informagdes gendmicas do gene LOC_0s04g45920, identificado pelo marcador SNP
S04_271995948

As proteinas quinases sédo encontradas em eucariotos e possuem as fungdes no
controle intracelular, transdugéo e regulagdo de sinais. O mecanismo de regulagédo de
sinais inclui desde alteragcdes quimicas até o controle transcricional. Na literatura, as
familias MAPKs (MAP quinases) s@o ativadas por estresses abiéticos em plantas. Na
planta modelo genémica, a Arabidopsis, as quinases (AtMAPK6) mostraram ser ativadas
por hiperosmolaridade, sal, frio e seca (DROILLARD et al., 2000).

As plantas desenvolvem vias de sinalizagdo complexas que traduzem estimulos
biéticos ou abidticos em respostas celulares apropriados para se adaptar aos desafios
ambientais em constante mudanca. Essas vias de sinalizacdo geralmente requerem a
ativacédo de proteinas quinases para coordenar varios processos celulares por meio da
fosforilagdo de varios substratos (XIE et al., 2014).

O marcador SNP S05_28201815, localizado no cromossomo cinco e na posi¢ao
28201815 nao foi identificado em nenhum gene no banco de dados para a cultura de arroz,
bem como o SNP S08_22353023, que esta localizado no cromossomo trés e na posi¢cao
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22353023 e nao foi identificado em regido génica no genoma de arroz.

O marcador SNP S05_29213630 foi localizado no cromossomo cinco (Figura 4) e
na posicao 22353023, identificado no gene LOC_0Os05g50910 (Tabela 6). Esse gene esta
provavelmente associado em arroz a proteinas G. que, por sua vez, apresenta importante
funcé@o que constituem papel crucial na sobrevivéncia celular podendo regular a expressao
de genes envolvidos na sobrevivéncia, proliferacédo, diferenciacdo e outros processos

celulares.
Oryza sativav7.0 = File View Help co Share
0 5,000,000 10,000,000 15,000,000 20,000,000 25,000,000 |
@ @ Q Q. Q('D\ Chr5, » | Chr5:29210906..20220832 (9.93Kb) | Go = &
29,215,000 29,220,000
P Transcript LOC, 0s05g50910.1 = —

Alternative Transcript 56._0505950970,2

BLASTX Arabi/Chlamy

Figura 4. Identificacdo da posicdo do gene LOC_0Os04g45920 no banco de dados genémicos

LOC_0s05g50910 (S05_29213630)
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SG

ACTCGTCTTCTTCCTCTCGCCGCCGCAGCGCGCGGCCGCCACTCCATCCACCACAATGGCGAACCCCACGTCCCACCGCCTCCTCCTCGC-
CGCGTAGCCCTATCGGCGAGCCGCTGCCGGTGGCTTCTCCGCATCCCCGCGCCGTAGAGTCTCCGCCGCCGCCGTGTGCTCCGCAACATT-
GGGGTCGAGGTAACCGCCACCGCCGCCTCCTCCGCTTCTCCGTAGCATTCAGAAGCTTCGCTGCTCTGATCTACATTGGCGTCTTCCCATTT-
CGTGTTTGGTGGCTACGAATTTCGAGCGACTCATTGGAAGTTTTCCCCGCAGGGTTTTCGATTCGGCGAAGGGGGGGGGGGGGGGGGGAA-
AGCTCGTCCCGTGGGAGGCGCCATGGGGAGCGAGGCGAAGGAGATGAAGTACAGGAGAAGGGCTAGGGTTCCAGAGCCCTTCGATTACGG-
GCAATGCGGCGGCGACCGGAGTGGCGTGCTGGATTGGGGCGCGCTCAAGGAGAACCCCGTGGAGCTGCTCCGGAAGCTCGACGAGCTG-
CGGGACCACATCACCAGGTCCTGCGAGATCACCGACCAGCCGCGGGAGCGCCACCGCATGAGCCGCCGCACGGCCTCGCTGCGCCCCTC-
GCACGCCGAGCCGCCGCCGCTAGGCCGTGGGCCGGAGCACTACCGCTCACGCTACACGGGAAGGTACGGGTCTGGCTTTCCGCACAGTC-
CGAATGACCAGCTGCATCGGTCTATGCATAGAGATAGGTATGAGAGGCAGCCGAGTGGGCGGTTCCGGCAATGGCCGGAGAGGCAGTGGGA-
GAATTCTGGGTATCTTGGGGGGAATCACCATCAGAGCACCTGCCAGTGTGCACAGTGCCTTCATGGCCAGAGAGCTGTGATGCAGGAGGAG-
CACATTCCCATGACGAGGTACTTTGCAGGCCAGCAGGGGTCTCACCTGTTCGATAGGTCCCCATCAGTCTCATCGGAGCTTGACCGGAGGTC-
TGTCGCTTCGTCATTGTACTCTCATTTCTCGGTGTCGAAGAGGAGGACAGAGTTTTTCAGGAAGAAGGCAGAGAGTTTCTGTCGTCCTGTGA-
GAGGCGCCGCTCCTTTCGTTGTATGCAGTTCTTGTAACCAGCTGCTGCAGCTGCCTCCTGGGAAATGCACAGCTCGGAAGCAGATTCAAGTT-
CGGTGTGGTTCGTGCTCGGAGATCGTTAGTTTCAAGCTTAAGGAAGTGAAAATTCATCCTTTGGTTGCGCCGACATCTTTCCCTGCATCAAAA-
ACAGTGGGGAGTTCCAGTCGTCAGGTTAACAAAAGTTTTGGGTGGTACCAACATCAGGATGAAGGAAATTCTAGTTTCCATAAGCTGCAAGCA-
CAAGAGAGATGGCAGCAGAACAAGGATCTTGCAGACAATATTTCTGTGTCTTCTACTTCTAGTTATGACAGAATAGACAAAGAGTGTGGATCAA-
ACAGGAGCAGTCAGTTACTATCAGTATCTGTTAGAAGGTCCAGACTTGCAAATATCCCAAAGGATATACTATGTCAAGGAGATGCATACAGTCAA-
GTAGAAACTTCAGCATTTAATACAGGCAATCTACAGGCCCCAGTTATAGAGGACAAATGTGTCGATCCATTTTCCAGTCGTCTAAAAGATTGTAG-
TGGTGGAGATCGCACAAGCAAGGAATGTAGCCTAAATATCATGGCAGATTCTGTTGATGCTAATGTTAGGGATGAAAGATCGGACGTGACATAT-
GAGCAGAACAGCAAAGATCATAAAGAAGGATTTGGAGAAGAAACTGTCAGCAGTAGACATGAGCAAAAGCTCAAAGAAAGTACAAGTGGCTTT-
TGTGATGATGGAAGCATGGGTAACATAGACAAGCTGACGGCTGATAATGATGATACCAGCAGCCTTGAAGATGGAGACGTGAGCAAAAAGTAT-
GAAGAAAAAATCAAACAAGATGACAACAACTTTCAATCAGAATTCATTACTGAGCGATATAGCAAATGCAGCAAAGAAGATAATAACAGTGTCAT-
TCAAGTTGAAACTATAGCTACGATATGCAAACAAGATGACTTAGATGATTGTTATAGTGAATTGCTCTCCCCAAATTCTGAACATGCCATAATGC-
CATCGAAGCTTGAGTCATCAGTTAATGAGCGCACAAATTCTAGTTCTCGTGTTTCTTCTGAGGCTGAACTAGACGAAGTTCAGTCTGCAGCTAC-
TAAGAACGGGGATTCAAAGTTTTTTGCTGGTTTTTTGAAGAAAGGTTTGAAGGACATTTCTTTGTTCAATCAATCAGTGGACAGTGCTAAGGTTT-
CAATCAATGGCCATTCAATCTCCGAACGTGTCCTACGGAAGGCCGAGAAGAAGTCTGGTCCAGTTGGCCCTGGTTCATATTGGTAAGTCACCT-
TCTCCCTTCATAAATTTGGAAATTGTTATGGACTGATGTTCTTAGCGTTTGATATCTACCGTGTTGGCACTTGTCATTGTTTTCTTTAGCATCTTTT-
TATCATTTGCCTTTGAAATCAAGAGACGCACAACTACAGGCAAAAGAGATTGGTGTTATTCTTCAGAAGAATCTATCTTAACAGTAGGAATTAAGA-
TGACTTATACTGCACAGCGGTGATTAAATGACTGTGTAATTCTCAATTGCATATTAACCAACCTATGTACCTGATTTCCTTGATAACTTTTCTCAGC-
CAAATCAACCACTTCCCTGAGTTGATTACTAGAACATTTTGTACAGTGATGAGATACCTGGAAGATTCTTGTCCTGCAGAGTTTTTTTTTTTTTTT-
TGGCTGTTGATTGCTCCCATTAAATGCTAGTAGCTCAAAAAATTTCTTGCATGGCCTAGTTCATGTATTAACATCTGTTAATTTATTATCACGGTCT-
TACTTTGTCTCGGCATTCAGTAACTATGTGCAACATTAGTTTTGTTCTGTTATTGTTAATCGTAATGGTACAGTGTGAACTATAATTTATTTTCACA-
CATCTGCATGCTTGCGACATGCAAGCTCCATAATTCAATGGTCTGCCTTTTACCAGCTACAGTTTTAAAATTAATCTGATTAGTATACAAAGACGA-
GGAAAATGCAAAGTTAGTACAGTAAAAATTACTCTGGGAATATCATCTACCTAATGTACTTTCCAAAGCAACTTTGTTGGATCTTCACCAACTTA-
AATTCACAAGGCATTGGGAATTTCCGTGTAAGGTAACATTCCGTATTCTCTAATTGTGATTCAGGTATGACTACCGCGCTGGATTTTGGGGTGT-
CATGGGACATGAGTGTAGTGGCATCATCCCTGTAAGATGATTATTTTTCTCGTAGTTCTTTCTCTAGAACTTTGTGGTAGCACGTCATGACAGA-
GCTTTGTTTTTGCAGCCATTTATAAAGGAATTTAATTATCCAATGCCGAAAAATTGTGCCGGTGGGAACACAGGAGTTATTGTCAATGGTAGAGA-
ACTTCATCAGAAAGACTTTGAATTGCTTGCAGGAAGAGGTCTCCCACGGATATCTGGAAAATCATATTCTGTTGAGATCAATGGAAATGTGATT-
GATGAAACAACTGGCAAAAAATTACGAAAGCTTGGAAAGCTTGCTCCTACGTAAGTTTCTTCTTCAGCTCAGTTCGAACAACACCATGTGAAA-
TAGCATTTCCAGTATTTTGTGGTCACGTAGTGTCCATTCATTTCTTGCACAATATTTTCACCTTTTGGCCTCCTTACACTAGTCATTTTAAAGAACA-
ACCTAATGAACAGAGTCTGACTAATTATTGAAGTTGGGAGTTGAGTGTGTGATCCAACAAGAATAGAAGAGCCAGGAGAAGGTTCAGATCATG-
GCTTAAGATGTATTAAATTGGTAAGGCATTGAACACATGCCAAACTGGTGAAACAACTCTGTACAACATAACCAATAAGAGAAGAAAAGCCCGA-
GCTTACTAACTGAAAAAAGCATGAGAAAAATGCAAAATTTTAAATAAATAAAGATGTTGTGCCAGGGGACAGAAGATCTAGGCTGGACAGGATC-
TAGCAGCAATATCTTTCAAGTTAAACAACCCTAGTCAAATAGCTCTAGTGTAGTCACAGGTTCACAGCATCTTCTGACAAAGCTAAAGACAACCA-
GATCTTTATGTTGCCAGATTAACAAAAAAAAAAATCAGGCATCAACAAACATGAATACCAGGCAATTCAGTCAATTGCAGTGGTGTTTTCATGTT-
GCACCTGTTGTTCTTGTGTCCCACGTTTTGAAATCATGGCCTCCAATGCACCGTATCATCTATGCCAAAGAATTAGTTAATTTGTTGTTGAATAG-
GAGTATATCATTTCAAAGTAAGGCCTGGTTTAGTTCTCAACTTTTTCTTCAAACTTCCAACTTTTCCATCACATCAAAACTTCCCTACACACATAA-
ACTTCCAACTTTTCCGTCACATTGTTCCAATTTCAATCAAACTTCCAATTTTGGCGTGAACTAAACACACCCTAAATATAAAAACCCAATAACAAG-
CAGCCAACGACTGTACATGATTTTTTTTCCCTTTTCACCTCAACTCTAATCACAGAATACGAAAAGTCCTCTGTAGTCTCTGCCTCTCTGGACA-
TCTAGGCCAAGCTAATGCATCTCACATAACAGGCCAGAGGAAATTTAGGGGTTGTTTGGATTAGTCCCTGTCACATTGGATATTTGACACTAAT-
TAGAAGTATTAAACGTAGACTATTGACAAAAACCATTCCATAACCCTGGACTAATTCGCGAGACGACTCTATTGAACCTAATTAATCCATGATTA-
TAGCCTATGTGATGCTACAGTAAACATGTGCTAATTATGGATTAATTAGACTTAAAAAATTTATCACACGAATTAGTTCTCATTTATGTAATTAGTTT-
TGTAAATAGTCTATGTTTAATACTCCAAATTAATGTCCAAACATCCGATTTGACAGGGACTAAAGTTTAGTCTTTGGATCCAAACACCACCTTAGC-
TATAGAACACTAGAGCATGACATGATCAATACTTTCAGCTTGCGTGCATAGTAGTTACAACTCTTCCAACCTGTCTGGTCTTATTTCTTTAATTA-
GATTTCCGGTTTTGTTTGTACTAACTAGATTGGTCGTTATGTCCTATCCAAGCTTCATTGTCCACAATTTACGGGCATCGGATCTTTTGCCCTC-
CAAAGAATAGAGCGCTCTATGCATAACCTTGTCTTTTAGCTATTTTCATCTTGCTGTGGTTGTTTCAGTATTTTCATTGTTTGTAGTCTATTGTATA-
CGTAGAAGTAAATCATCAGATGATATTGTGCAAGCTCATCATATCGTTCCTTTGGATGAAATTACGAGAGTTTTGTGTTACTAGTTTCTTCTATT-
CATAATGATTACTCCCGTGTCAACGCTTAGACTCAGTAACATAAATTTTATCAGCAACTACGTTTTGATCAGATTTCTTAAAACCAGGCACTAACA-
ATTTCAAATTTTAATGATCAGAGTTGAGAAGTTAAAACGTGGATTTGGCATGCACGTCCCTGAAGAGAAAAGTTAGCTCTCTGGCTCTGATGA-
TGTTCCCTTGCTTTGCAAAAACTCATTTCCACGTAAAAGCTGTCAAGGGAGTTAAATTGGATTGTGGCATGGAAGAAGCCTTTAGATTGTACT-
TCTTGAAGCTTGAGTGTGCAGCAACAGTAATACACGAGTACCTAAGACGACCTGTTTTTTATATATATTTACCACTTACTCATTCAAAGTTGACAA-
ATTGTCGTACAAATTCCATTACTTCATTTGAAGCATTCTTTAGGTATATATGACCTAAGCATGCGAACAGCTCTAAGTTCCTCATGTGTCTGGGTA-
TGTTGTTTCCTGTCCCCTGCATATGTTGTTGATACAGAGCAATAGAGTATAGACAATATTCTGGGTGTGTATCGTTGTGGGCTTGTAATATGTCT-
GCTATACCAGTGCCTTTTTACATTATATTACACATGTATGTAAAGTTGTAAATATTTAATCTTAACCACCTTTTGCTAGGTGGCAGATGTGAATGTTT-
GATGATTTGGGCTTGAGGTTTCATTTACAAAGGTATTACATTTGTTTTTTATACTGAAACTCAACTCTAGTTTGGCTGACCAAATGCGCCATTATAT-
TACTCAATCATGGAAAACATGCATGAGCTTACCAGTGCATGGTTCGAAATATTTAATAACGTACTACTCTGTTGTGATTCCAGTTTTTATTAATAT-
GCTTTTTTTAATCGATAAATGTATTTTCCTTGTCAACAGTGTTTTGGCACATGAACACCTTGGGGGGCTGAAATCAACATGTTATACATTGTAAAG-
GATCTGTTAGTAGATTTTTTTTTTAAGAACAAACTTCTACTATGTCATATGGAAAGCCAAAAGTACTTGGATATTTATATTTTGGGATGGGAGGAG-
TAATATGGAAATTCGCATTATATATGCACATTGCACAGCTGCTTATCTGCCAGAACAATTCCATCTTCAGTTGGCTGGAGTCTGGAGGCATTTTTC-
GTACAGTACCATGCATCTTGCATGTGTATCGTTGCTCGTTGGGCATTGCAGCGTTGACCTGTATATTTCCTACAGTTTTTTCAGCACGCCCCAC-
TGATCCCTCTAGTCTGTACGAACTAACGAACAGTTTATTATCGCTGCATTTGTGTACTGTACAAAACAAGCAAGTGGTGATCCCA
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ST ACTCGTCTTCTTCCTCTCGCCGCCGCAGCGCGCGGCCGCCACTCCATCCACCACAATGGCGAACCCCACGTCCCACCGCCTCCTCCTCGCC-
GCGTAGCCCTATCGGCGAGCCGCTGCCGGTGGCTTCTCCGCATCCCCGCGCCGTAGAGTCTCCGCCGCCGCCGTGTGCTCCGCAACATTG-
GGGTCGAGGGTTTTCGATTCGGCGAAGGGGGGGGGGGGGGGGGGAAAGCTCGTCCCGTGGGAGGCGCCATGGGGAGCGAGGCGAAGGA-
GATGAAGTACAGGAGAAGGGCTAGGGTTCCAGAGCCCTTCGATTACGGGCAATGCGGCGGCGACCGGAGTGGCGTGCTGGATTGGGGCG-
CGCTCAAGGAGAACCCCGTGGAGCTGCTCCGGAAGCTCGACGAGCTGCGGGACCACATCACCAGGTCCTGCGAGATCACCGACCAGCCG-
CGGGAGCGCCACCGCATGAGCCGCCGCACGGCCTCGCTGCGCCCCTCGCACGCCGAGCCGCCGCCGCTAGGCCGTGGGCCGGAGCAC-
TACCGCTCACGCTACACGGGAAGGTACGGGTCTGGCTTTCCGCACAGTCCGAATGACCAGCTGCATCGGTCTATGCATAGAGATAGGTATGA-
GAGGCAGCCGAGTGGGCGGTTCCGGCAATGGCCGGAGAGGCAGTGGGAGAATTCTGGGTATCTTGGGGGGAATCACCATCAGAGCACCT-
GCCAGTGTGCACAGTGCCTTCATGGCCAGAGAGCTGTGATGCAGGAGGAGCACATTCCCATGACGAGGTACTTTGCAGGCCAGCAGGGG-
TCTCACCTGTTCGATAGGTCCCCATCAGTCTCATCGGAGCTTGACCGGAGGTCTGTCGCTTCGTCATTGTACTCTCATTTCTCGGTGTCGAA-
GAGGAGGACAGAGTTTTTCAGGAAGAAGGCAGAGAGTTTCTGTCGTCCTGTGAGAGGCGCCGCTCCTTTCGTTGTATGCAGTTCTTGTAAC-
CAGCTGCTGCAGCTGCCTCCTGGGAAATGCACAGCTCGGAAGCAGATTCAAGTTCGGTGTGGTTCGTGCTCGGAGATCGTTAGTTTCAAGCT-
TAAGGAAGTGAAAATTCATCCTTTGGTTGCGCCGACATCTTTCCCTGCATCAAAAACAGTGGGGAGTTCCAGTCGTCAGGTTAACAAAAGTTT-
TGGGTGGTACCAACATCAGGATGAAGGAAATTCTAGTTTCCATAAGCTGCAAGCACAAGAGAGATGGCAGCAGAACAAGGATCTTGCAGACA-
ATATTTCTGTGTCTTCTACTTCTAGTTATGACAGAATAGACAAAGAGTGTGGATCAAACAGGAGCAGTCAGTTACTATCAGTATCTGTTAGAAG-
GTCCAGACTTGCAAATATCCCAAAGGATATACTATGTCAAGGAGATGCATACAGTCAAGTAGAAACTTCAGCATTTAATACAGGCAATCTACAG-
GCCCCAGTTATAGAGGACAAATGTGTCGATCCATTTTCCAGTCGTCTAAAAGATTGTAGTGGTGGAGATCGCACAAGCAAGGAATGTAGCCTA-
AATATCATGGCAGATTCTGTTGATGCTAATGTTAGGGATGAAAGATCGGACGTGACATATGAGCAGAACAGCAAAGATCATAAAGAAGGATTTG-
GAGAAGAAACTGTCAGCAGTAGACATGAGCAAAAGCTCAAAGAAAGTACAAGTGGCTTTTGTGATGATGGAAGCATGGGTAACATAGACAAGC-
TGACGGCTGATAATGATGATACCAGCAGCCTTGAAGATGGAGACGTGAGCAAAAAGTATGAAGAAAAAATCAAACAAGATGACAACAACTTTCA-
ATCAGAATTCATTACTGAGCGATATAGCAAATGCAGCAAAGAAGATAATAACAGTGTCATTCAAGTTGAAACTATAGCTACGATATGCAAACAAGA-
TGACTTAGATGATTGTTATAGTGAATTGCTCTCCCCAAATTCTGAACATGCCATAATGCCATCGAAGCTTGAGTCATCAGTTAATGAGCGCACA-
AATTCTAGTTCTCGTGTTTCTTCTGAGGCTGAACTAGACGAAGTTCAGTCTGCAGCTACTAAGAACGGGGATTCAAAGTTTTTTGCTGGTTTTT-
TGAAGAAAGGTTTGAAGGACATTTCTTTGTTCAATCAATCAGTGGACAGTGCTAAGGTTTCAATCAATGGCCATTCAATCTCCGAACGTGTCC-
TACGGAAGGCCGAGAAGAAGTCTGGTCCAGTTGGCCCTGGTTCATATTGGTATGACTACCGCGCTGGATTTTGGGGTGTCATGGGACATGAG-
TGTAGTGGCATCATCCCTCCATTTATAAAGGAATTTAATTATCCAATGCCGAAAAATTGTGCCGGTGGGAACACAGGAGTTATTGTCAATGGTA-
GAGAACTTCATCAGAAAGACTTTGAATTGCTTGCAGGAAGAGGTCTCCCACGGATATCTGGAAAATCATATTCTGTTGAGATCAATGGAAATGT-
GATTGATGAAACAACTGGCAAAAAATTACGAAAGCTTGGAAAGCTTGCTCCTACAGTTGAGAAGTTAAAACGTGGATTTGGCATGCACGTCCC-
TGAAGAGAAAAGTTAGCTCTCTGGCTCTGATGATGTTCCCTTGCTTTGCAAAAACTCATTTCCACGTAAAAGCTGTCAAGGGAGTTAAATTG-
GATTGTGGCATGGAAGAAGCCTTTAGATTGTACTTCTTGAAGCTTGAGTGTGCAGCAACAGTAATACACGAGTACCTAAGACGACCTGTTTTT-
TATATATATTTACCACTTACTCATTCAAAGTTGACAAATTGTCGTACAAATTCCATTACTTCATTTGAAGCATTCTTTAGGTATATATGACCTAAGCAT-
GCGAACAGCTCTAAGTTCCTCATGTGTCTGGGTATGTTGTTTCCTGTCCCCTGCATATGTTGTTGATACAGAGCAATAGAGTATAGACAATATTC-
TGGGTGTGTATCGTTGTGGGCTTGTAATATGTCTGCTATACCAGTGCCTTTTTACATTATATTACACATGTATGTAAAGTTGTAAATATTTAATCTTA-
ACCACCTTTTGCTAGGTGGCAGATGTGAATGTTTGATGATTTGGGCTTGAGGTTTCATTTACAAAG

SCDS ATGGGGAGCGAGGCGAAGGAGATGAAGTACAGGAGAAGGGCTAGGGTTCCAGAGCCCTTCGATTACGGGCAATGCGGCGGCGACCGGAGT-
GGCGTGCTGGATTGGGGCGCGCTCAAGGAGAACCCCGTGGAGCTGCTCCGGAAGCTCGACGAGCTGCGGGACCACATCACCAGGTCCTG-
CGAGATCACCGACCAGCCGCGGGAGCGCCACCGCATGAGCCGCCGCACGGCCTCGCTGCGCCCCTCGCACGCCGAGCCGCCGCCGCTA-
GGCCGTGGGCCGGAGCACTACCGCTCACGCTACACGGGAAGGTACGGGTCTGGCTTTCCGCACAGTCCGAATGACCAGCTGCATCGGTCTA-
TGCATAGAGATAGGTATGAGAGGCAGCCGAGTGGGCGGTTCCGGCAATGGCCGGAGAGGCAGTGGGAGAATTCTGGGTATCTTGGGGGGA-
ATCACCATCAGAGCACCTGCCAGTGTGCACAGTGCCTTCATGGCCAGAGAGCTGTGATGCAGGAGGAGCACATTCCCATGACGAGGTACTT-
TGCAGGCCAGCAGGGGTCTCACCTGTTCGATAGGTCCCCATCAGTCTCATCGGAGCTTGACCGGAGGTCTGTCGCTTCGTCATTGTACTCT-
CATTTCTCGGTGTCGAAGAGGAGGACAGAGTTTTTCAGGAAGAAGGCAGAGAGTTTCTGTCGTCCTGTGAGAGGCGCCGCTCCTTTCGTTG-
TATGCAGTTCTTGTAACCAGCTGCTGCAGCTGCCTCCTGGGAAATGCACAGCTCGGAAGCAGATTCAAGTTCGGTGTGGTTCGTGCTCGGA-
GATCGTTAGTTTCAAGCTTAAGGAAGTGAAAATTCATCCTTTGGTTGCGCCGACATCTTTCCCTGCATCAAAAACAGTGGGGAGTTCCAGTCG-
TCAGGTTAACAAAAGTTTTGGGTGGTACCAACATCAGGATGAAGGAAATTCTAGTTTCCATAAGCTGCAAGCACAAGAGAGATGGCAGCAGAA-
CAAGGATCTTGCAGACAATATTTCTGTGTCTTCTACTTCTAGTTATGACAGAATAGACAAAGAGTGTGGATCAAACAGGAGCAGTCAGTTACTAT-
CAGTATCTGTTAGAAGGTCCAGACTTGCAAATATCCCAAAGGATATACTATGTCAAGGAGATGCATACAGTCAAGTAGAAACTTCAGCATTTAATA-
CAGGCAATCTACAGGCCCCAGTTATAGAGGACAAATGTGTCGATCCATTTTCCAGTCGTCTAAAAGATTGTAGTGGTGGAGATCGCACAAGCA-
AGGAATGTAGCCTAAATATCATGGCAGATTCTGTTGATGCTAATGTTAGGGATGAAAGATCGGACGTGACATATGAGCAGAACAGCAAAGATCA-
TAAAGAAGGATTTGGAGAAGAAACTGTCAGCAGTAGACATGAGCAAAAGCTCAAAGAAAGTACAAGTGGCTTTTGTGATGATGGAAGCATGG-
GTAACATAGACAAGCTGACGGCTGATAATGATGATACCAGCAGCCTTGAAGATGGAGACGTGAGCAAAAAGTATGAAGAAAAAATCAAACAA-
GATGACAACAACTTTCAATCAGAATTCATTACTGAGCGATATAGCAAATGCAGCAAAGAAGATAATAACAGTGTCATTCAAGTTGAAACTATAGC-
TACGATATGCAAACAAGATGACTTAGATGATTGTTATAGTGAATTGCTCTCCCCAAATTCTGAACATGCCATAATGCCATCGAAGCTTGAGTCAT-
CAGTTAATGAGCGCACAAATTCTAGTTCTCGTGTTTCTTCTGAGGCTGAACTAGACGAAGTTCAGTCTGCAGCTACTAAGAACGGGGATTCAA-
AGTTTTTTGCTGGTTTTTTGAAGAAAGGTTTGAAGGACATTTCTTTGTTCAATCAATCAGTGGACAGTGCTAAGGTTTCAATCAATGGCCATTCA-
ATCTCCGAACGTGTCCTACGGAAGGCCGAGAAGAAGTCTGGTCCAGTTGGCCCTGGTTCATATTGGTATGACTACCGCGCTGGATTTTGGGG-
TGTCATGGGACATGAGTGTAGTGGCATCATCCCTCCATTTATAAAGGAATTTAATTATCCAATGCCGAAAAATTGTGCCGGTGGGAACACAGGA-
GTTATTGTCAATGGTAGAGAACTTCATCAGAAAGACTTTGAATTGCTTGCAGGAAGAGGTCTCCCACGGATATCTGGAAAATCATATTCTGTTGA-
GATCAATGGAAATGTGATTGATGAAACAACTGGCAAAAAATTACGAAAGCTTGGAAAGCTTGCTCCTACAGTTGAGAAGTTAAAACGTGGATTT-
GGCATGCACGTCCCTGAAGAGAAAAGTTAG

SsP MGSEAKEMKYRRRARVPEPFDYGQCGGDRSGVLDWGALKENPVELLRKLDELRDHITRSCEITDQPRERHRMSRRTASLRPSHAEPPPLGR-
GPEHYRSRYTGRYGSGFPHSPNDQLHRSMHRDRYERQPSGRFRQWPERQWENSGYLGGNHHQSTCQCAQCLHGQRAVMQEEHIPMTRYFA-
GQQGSHLFDRSPSVSSELDRRSVASSLYSHFSVSKRRTEFFRKKAESFCRPVRGAAPFVVCSSCNQLLQLPPGKCTARKQIQVRCGSCSEIVS-
FKLKEVKIHPLVAPTSFPASKTVGSSSRQVNKSFGWYQHQDEGNSSFHKLQAQERWQQNKDLADNISVSSTSSYDRIDKECGSNRSSQLLSVS-
VRRSRLANIPKDILCQGDAYSQVETSAFNTGNLQAPVIEDKCVDPFSSRLKDCSGGDRTSKECSLNIMADSVDANVRDERSDVTYEQNSKDHKE-
GFGEETVSSRHEQKLKESTSGFCDDGSMGNIDKLTADNDDTSSLEDGDVSKKYEEKIKQDDNNFQSEFITERYSKCSKEDNNSVIQVETIATICK-
QDDLDDCYSELLSPNSEHAIMPSKLESSVNERTNSSSRVSSEAELDEVQSAATKNGDSKFFAGFLKKGLKDISLFNQSVDSAKVSINGHSISERVL-
RKAEKKSGPVGPGSYWYDYRAGFWGVMGHECSGIIPPFIKEFNYPMPKNCAGGNTGVIVNGRELHQKDFELLAGRGLPRISGKSYSVEINGNVI-
DETTGKKLRKLGKLAPTVEKLKRGFGMHVPEEKS*

FG extra-large G-protein-related, putative, expressed

Tabela 6. Informagdes genémicas do gene LOC_0Os05g50910, identificado pelo marcador SNP
S05_29213630

O complexo de proteina G é composta por subunidades Ga, G e Gy e é um dos

principais transdutores de sinais em células eucaribticas, relacionados a diversos processos
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biolégicos (PANDEY, 2009). Essas proteinas sao encontradas em diversas plantas, sendo
relacionadas a regulacao da divisao celular, formagéo de 6rgaos, adaptacéo das plantas a
estresses abiobticos e respostas a estimulos abidticos (URANO; JONES, 2014).

Em arroz, as fungdes proteinas G extragrandes (rice extra-large G ou XLG) foram
caracterizadas para resisténcia a doencas (Funcdes de OsXLG1, OsXLG2 e OsXLG3).
Os mutantes de arroz com OsXLG2 e OsXLG3 mostraram resisténcia ao patdgeno
Magnaporthe oryzae, enquanto os mutantes de OsXLG1 conferiram resisténcia ao patdbgeno
Xanthomonas oryzae pv oryzae (ZHAO et al., 2022).

O marcador SNP S09_18281732, localizado no cromossomo nove e na posicao
18281732 (Figura 7), foi identificado no gene LOC_0Os09g30070 (Tabela 5) cuja funcéo
esta associada ao dominio de ligacao ARK.

Oryza sativav7.0 * File View Help

@0 Share
0 5,000,000 10,000,000 15,000,000 | 20,000,000
@ Q [SWCH G')\ Chral = || Chr9:18279488..18290409 (10.92 Kb) | Go w! &
8,280,000 18,285,000 18,290,000
£ Transcript 0C 0s08g30070 1 g e b R i

Alternative Transcript

Figura 5. Identificagédo da posi¢éo do gene LOC_0Os09g30070 no banco de dados genémicos

Concomitantemente, o marcador SNP S10_15699535 (Figura 6), localizado no
cromossomo 10, posi¢cao 15699535, e no gene LOC_0s10g30210 (Tabela 8) foi associado
a funcgao geral de expresséo de proteinas.

Oryzasativav7.0 ¥ File View Help @0 Share
0 5,000,000 10,000,000 15,000,040 20,000,000
@ @ Q Q Q Q Chr10 = || Chr10:15697170..15700362 (3.19 Kb) , Go §
15,697,500 15.698.750 15.700,000

- -
Transcript LOC_0s10g30210.1

Alternative Transcript

Figura 6. Identificacéo da posi¢éo do gene LOC_0Os10g30210 no banco de dados genémicos
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LOC_0s09g30070 (S09_18281732)

SG

ACACATCCTCCGCAACGCAGCGGATTCGCCACAGATCTCTCGCCCCACGTCGCCGCCCTCCTCTCTCCAAATTCAAAAATTCCCGATCCCCTCC-
TCTCCTCCGCCATCTCTCTCAAACTCAACGCATCGGCCTCCCCCTCGCCCGCCTCCTCGAATGCCCAAACCCTAGCCCGATCCAGCCGCCGAC-
CGACCCACCTCGAGGGAGCGCC ATGGAGGAGCTGTTCATGCAGGTGTTCGAGCGGCGGGACTGGGTGGCGGCGCAGCTGCGGCAGCAGGT-
GGAGTCCTACGACCAGTCCCTCGCCTGCGCGCTCCTCGCCGCCGGCCGCCCCCCCCCGCCGTGGCTCCTCCCGTCGCGCCCCGCTGCGCCG-
CAGGGTGAGTTGCTTGCTGCTGCTGCTGCCCCCTTTTCCTCTCGCTCGGTTCCATTTTCCGTGGGGTTTGGGTTTGCGATTGAAGCTAGGCTTGG-
GCAAGTTGATGGGATTTTTTGGTAGATTTAAGGTGGCGCAGGCTTAATTTTACCTATGCTAGCTACCATTTCGGTTTAGTTTAGCGTTGCGAACATTT-
CGTACTGGATTAGTCTGGTTAGCGTTCTTATCCGTTGCATTTTGAAAGTTTTGGGCCTCGTAGTGCACAGATTTAGAGCTTGTTTGCTAAAATTTGG-
CAGTTAAAATTGCCGAAACAGCAGAAGGTCTCCAATTTCTTTTAATTATAAACCGAGGGAAAGTAGTTTGAACCAAGTTGTGTTTTCATTGGAAGGA-
ATATAAGAGTTTTTTATACAGTAGTATATTTCGGGCCATGCATGTTGTTCGTTTTTGTTCTTATGCACTTTTCTGTTATCTTAAATTTGTTTGAATGCTGA-
AATGCCTCGTTGACATGCAGGGCTGAATGGCAAACCAGCGCCATCGGAGTTTGTTTTCACTGGAAGCCATATTACCACACCAGCAATCAATAGAAC-
TGTCTATCAGCCTTCAGCTGTTCCTAGTACTTCCTTAAGAAATGTGGGGCTTCCAAGTGGATATAGCCATCTATGGACTGCTTGTAATTCTCTGGATAC-
TGACCAACACCAAGAGGTCCAGCAAGAGCAGACTAAAGTTAATGAGGAGTTTGTCAACACTAGAGCTGAAGCCAACATGTTTTCAAGGATTCAAC-
GTTCCAGGTCAAGGCAAAGGAATATCGAAGACCGCTTACGTGAAAGGGATGAAGCTGCAAATGGTGGAAGTAGTGATGGTTTGCAAGACAGGAT-
GGAGAGGTCTAAGATTGCTGGCGTGCGGCTAAACAGGACCACCACATCATCATCCTCTGAACCATGTGGTGGTGATGCAAACAATTCTGGAGCAA-
CACACCCTTTTCGAGGTCAGGAGAATGATATTTATACCAACAAGAGGAACTCAGTTGAATTCTTAAAGTGCAGTAAAGAGGGTGGTCTTGGAAGTG-
GAGTTCACTTAGATTGTTCCCCATCTCTGGTTCTAGAAAACAAGATTGTTAGTTCTGACAGTCTCTTCAAGGTTCCTAATGACTGCTCCGCTAGAGAT-
TCATCAAGAACACAAGTTGCAGATAGCGTGTGCCATCCCCTCCCTGAAACTCATCTATTTGTTGAGCCCAAAATTCTTCAATTTGAAGGTGTTGAA-
TCAGTATGCATGAATTTTTCAAGTGAAAAAATGGGGCAGCCACTGGAAAGTGCCCATCTTGATCTTGCTGAGGCACATCCTTTAAATGAAGACCCA-
TCTTCTACTGGCTGTTATCATGTACCTTGTTCCGTGGGAAGCTCATTGGTTGATGGTGTTGAATTGGGACTTTTAAGCACTGACAGTGCAACATTGA-
AGCAGCACCTTCAATGTGGCAGTCCTGATCTTAGTCCCACACATTCTCGAAACAAGGACCCGTGTCCAACCATTTCCTCTGAAGTACCTAATTACA-
CGAGTGAACCATTAGTTGAGCAGGATACATATTGTAATCCTGAAATCAATTCTCTGGAAGGACCATGTTCTAAGGTCAGCCAACTGCTTGAAAAGGA-
AGAAACGAAGGCATGCCCCGATGCCAATCCACTGCTTAAAACAGATGCATTGCATACCATAGGAAGCACCGAAAGAATAAGAAATCTTGCCTCTCG-
GAACTCCACTCCTCTTGAACAACGGAGCTCTGATCCTCATGTCTTGCCTTGTCAACGCAGTAGATCTGTGCAACCAGCTGACAGTAGTTCTCGGCC-
TCCTCTATCAACAGGAATATTGCCGGACAGTTTGTTGGAAGCGGTTGGTTTAGACCACCTTCCGCATTCAAATGATACAAATAGCCAATGCTCCCCA-
TCTAGGTCTGCTGCAAGCCCAGATCTGCTTCCACTTCGACTCGTTAATTCTGGTGATGTTTATCAACCGAGCTTCTCTTGTTGTAAATCACAAAATAA-
CAAAGATTCCAATGGTTGTGCTGTTGAGGGCACCACTGTATCCATAGAGAAACCGCCGTCCCAGGAGCAATATTTATTGGATAGACCACCTATGGA-
ACTCAATGGTTTTGCAGATGAGGATACTCCCTTGGGCCACACTCTGGGTACACATAATGAGATGCTGAAAGGAAAGAAGGCAGACGACTTGGTGA-
ACTGCCATTCTGGAAAGCTCAACAGTTCTCAGAAAAAACCCAAGGGTTTGACTGAAGCATCTGGTTTTTCTTCCGGAAAGAATGAGTCTGCAGGG-
CAAAAGGTTGAAAGCAATATTTCAACTGGTGTGATGCACACAACAGAAAGGAGCAGGGGGTTTTGTGCCATGAACTGCACGGAAGATCTCCAACA-
AGATGGTACTGCGCTTATTACTTGTAGGAATTATCTTAATTTGTCTTTTGTAGCAACTGCCACTCTGGCACGTGCTTACATAGTTTCTAATCTTGCAG
GAACAGAACAAGAAACCTCTCCTTTTGATAATGCTGTTCAAATAAATGCTAATCGATGCACCGCAGATAACAATAAGCAAATCAAATCTTTACGACCT-
TCTGTTCGATACTCTTTACGTAGCTTGATGTCACATGAGAAAATTAATCTGCTCCAGTCAGAAGGAAGAAGTGCTGCTTGTGGCCAGAAGAGGTCA-
GATGCAGATGGAGTTCAAGTAAACGGTGGCCCATCATCTAAGAGAAGAAGAATAAAGCGTCAATCAAATGCTGCTCTCTCCAGCTCTCCTAACACA-
AATTCATTGTCTGTGGTCCACCAAGTTGATATTGACAATCATGTGTTACCCCTTGGAAATTTCTCAGGGAAGTCTCAGCCTTCAGGCCGTTACTTCT-
TAAGGGATTTAGGGTCCTCTGGGAGCATGTCTCTCAAGTCAGAGGAGAGGAATGCTGTGAGTCACGGCAACATATCAGTATCTAGTATCCATAATA-
AAACCAGCAGTTCTCCTGAAAGATATAATAAGGCTAGTTTAGATAATGAAAATGGGAATTCTCCAGGACAGTTACAAAATACATTAGATGTTGTGAAA-
ACAACCGCTGCTTTGCCTAGCTGCTATGGTACCTTAATTGATAATGAGAAATCATGCGCAGAAGAGGTACGTGTTCATCAAGTGCTCTGTTTCCTT-
TCTGTTCTGAAATCTTACAAATTTTAGTTCACCTGAAGAGCTCAATCATACTCTTCTATTGAGATAATATGCAGCTAAGTACTGAACTAGTGATGCTCA-
GACTGGCCGTAGGATCTGTTATACTTTTACTTTCTAATAAATCTTGAATATACAGCCATGTAGCCTGTCCATTTTGTTGTTTTGGAGTAAGTGATATGG-
GTACAATTAGATCATAACTAAATTTTGCATACAGCAGGGCAATGGTAATGTAGTTTTGCATGTAATATTGCACTCATTTTCATAAAAAATAATTTATTAG-
CATTTTTAGCCAGTATGTTAGGCGATGCTCACTTTTTTGGTTGTGAATCAGAATTTAATGCACTGAAAAATCGTCTTTGTTGGCAGGAAAATCCTTGCT-
TAGAAGGTAAACACGCAAATGATACTTGTTCGAGTGTGGTACACCAGCAAATGACTCTTCAGATTGATAACATTGCATCTCAGAGTGTAATATTAAAT-
TCAGAAAATTATTCTAGAGAGAACTCAATTACTATATCTGCAAGTTATGTTTCGGATCAAAATGGTGATCAAGCACATGCACCAAGTGCATTGGTTCG-
TGAGAATTTAAGTTATGGCTCCAGTGTAGAACTTGACAGGAGATGTAAAAGTAATGGTTCAAAGGGAAGTTTGTTGTCTGGTGCTGCTATTACTATG-
CAAGATGGGGATGAATCTGTTGACTGTGATGCCACAATGCCGGAATTCGAGCGATTTGATGTTCCTATCCAATTTGACAGCCCATGTGCTGAGACA-
AAGACATCTGAAGCCCTTTGTGAGTCCAGAAAATTAGTCACCCTCAGTTCAAAGTTCTCAAATTATGACACTAACACAGAAAGTGGTGTGAGCCACC-
TATTGTCAGCCATGTCTGGGAAGCCTATAAACTTCCCTGATGATTTGCAACAATACAGAGCAAATAATGATAGAAGCATAACTGACATTTTTGGAGCA-
TGTGGATTGGGACTTGATGATTCCTTTTCTATTTATGATGTCACAGCTTCATGTTCTTCAAATGGTAGCAGTGCAAAAGAGAACAATGACAATCCATT-
GACCCCATCAGTTGAAAAATATGGCCTGGGGAAACTGTCAGCTAGATCTGGATCTAGTTCAGAACATATGGGCTCTATTCCTGAACTAGAATGCTTC-
CGAATTGATGAACATAGCAGCATCGCAGAAGAAAATGAATACCAAGGGATGTTACATGGATCTGCTGGTTTGAGTTACTCGCATCAGTTGCCATCT-
GGCAGAAAAGCACTTCAGGATATCACTGGATTATGTCAAAACACTGTAAATTCTGCCTCTCTTTCCTCAATATTCTTGGATACAGGTAATGAGCTCA-
ATCATCAGACAGATCTCATAAATGGTCATGCCAACGATAAGCCAAAAAACAGTCTTGCTGCTTCAACCAAGAGAGAGAGAAAAATATCTGATTCCCT-
TCATCCTAGATTAAGGAGGACAGAACTACATAACAGAAATGGAAGACACCAGAGTGAAGCCAATATTGACAAACAATCTAAGCCTAGCAATATTGT-
TGCCAATGTGACATCATTTATACCTCTTGTAAAACCAAAGTTGCAACCTACAACAGCATGTGGTAAGTGCTAGTACTTTTAATATCATTGTTTATTTA-
AAAAAATGTTAGTCCATTTGGCTAGTGATGCTTTGAGCTTAAAAAGAATTTGAATGGTGCTCATATATAGCTTTCATAAATTGGACTTCTGTCTTGTAG
TGAAAAAAGATGTCAGAGTGAAGGCACTTGAGGCAGCTGAAGCTGCAAAACGCCTTGAAGAAAAGAAACAAAATGAACGTGAAATGCGCAAAGCAGCTGCAAA-
ACTAGAGCGTGAAAGACTGAAGCAAGAGAAAGAATTAAAGCAAAAACAGGAGGAACAAAAGAAGAAGAGAGATGCCGATGTGGCTGCTAAAAAACGGCAAAGA-
GGAGAGGAGGAAAGGAAGGAAAAGCAGAGAAAAAGAAAATGCACTGAGGAGGCTCGGAAACAACAGAAGCAGCCTACAGAAAAAAGTCTTGCTGTGAATGA-
TGAGAAAGATGTTTGTCGAAAAACATCTGTGAGTAGAAGCAAAATATTTTATTTCTATCAGTGTTTCCTAGAACATGTTTTTGTTACTGAATACATTAATTATTGCAG
GATAATATAGAGCTGACAAAACCTGATGGGAGAACTACCGAACCTGCTATGACCAATATTCCAAACAGTCTTGAAGAGGTACGCTTTGTT-
TATTTAACTTCGTTGTGAAAGAGGGGCATAGATAGAAATCTGTATTTATTGGTACTGGTCAATTATTGTGTATATTACTGTGTAACTGATGTCG-
TAATTCATAAGCCTTAGAATGTGGGCAAAATGTTTAGATACACACACCAATAGTTTTATTTGCAGATGGAGCAAAACAACTAAATGTTGCCAA-
GTTGACCCGTTTGCTCTTCATAGCTTTTGTTCTAGAGTCAACAATAGTTCTAACAGTGTATTACTTCCTGTGTTGTTTCTGAAAACTTCTTTCAG
TCATACCAAATGTCTCCCTATAAGGATTCTGATGAAGAGGATGATGATGATTTTGAACATGAGCAAGAATCCAGACGTAGGAGGAAATTTATTCCTTC-
GTGGGCTCG GTATGTATCCATCTAATCAAATCCCCTGTTCAAAATTGCAGCCTTTATTTGAGAAAAAGTTGTGTGTTTGATGTGATGCACTGATGCC-
TAATGTGAAAGCTCATCACTTGTGGGAAACAAATGTAGCTTCCGTATTATGTCAAAGATTACATGATAGTCTTTTGAGCACGATGTGAAGTGACTATG-
GAAGCTTCTTTACATAAATGTTAAACATATTTTCTATTTTAACACTGATTAGCATATTGTTGCTATGGAAGCTTCTTTACATAAATGTTGAACATATTTTC-
TATTTTAACAACTTGCATACTTCTTTTTGCTGCTTGTTGCTTCTGTGTTCATAATGAAGTACTGGTCCTCTAGCTTTTCTATTTACAAAGTTGTCTGATT-
TGCAGGAAAGAAAACTTGGATAAACTCTTGTTGTCCAATCAGAGTTTAGACCCTAGAGAACTTTTTGCACAAAAGTGCTCCTTCAACTTATCTGATG
GTAACCTCCAGCTCATCTCTGTCATAAATTTATTTCGGTTATTACTGCTGCTGAATTTGTCTTCTCTTGCCTGTTCTCTCCAG TTCTTTCAGTTCACA-
TACCACAACGTGGCTTCAGATAA GTTTCCATTTGACGGACTATCGGCAATACGTCATTGCCAAATTACATCATCAACAGTTGTGCATATGCTTGGACG-
GCATTTTCTTGTATGCTAGAAATTAATCAACGTAGCAGAAAATTTGTTTCTTGTGGAATATTAGAATTTAGCAGGACATGTGTTGCCACATTTGTATACA-
TATTTGGGCATAACCAATTTGTACCAGCCGAGTTATGTTTATG
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ACACATCCTCCGCAACGCAGCGGATTCGCCACAGATCTCTCGCCCCACGTCGCCGCCCTCCTCTCTCCAAATTCAAAAATTCCCGATCCCCTCCTC-
TCCTCCGCCATCTCTCTCAAACTCAACGCATCGGCCTCCCCCTCGCCCGCCTCCTCGAATGCCCAAACCCTAGCCCGATCCAGCCGCCGACCGACC-
CACCTCGAGGGAGCGCC ATGGAGGAGCTGTTCATGCAGGTGTTCGAGCGGCGGGACTGGGTGGCGGCGCAGCTGCGGCAGCAGGTGGAGTCC-
TACGACCAGTCCCTCGCCTGCGCGCTCCTCGCCGCCGGCCGCCCCCCCCCGCCGTGGCTCCTCCCGTCGCGCCCCGCTGCGCCGCAGGGGCT-
GAATGGCAAACCAGCGCCATCGGAGTTTGTTTTCACTGGAAGCCATATTACCACACCAGCAATCAATAGAACTGTCTATCAGCCTTCAGCTGTTCCTA-
GTACTTCCTTAAGAAATGTGGGGCTTCCAAGTGGATATAGCCATCTATGGACTGCTTGTAATTCTCTGGATACTGACCAACACCAAGAGGTCCAGCAA-
GAGCAGACTAAAGTTAATGAGGAGTTTGTCAACACTAGAGCTGAAGCCAACATGTTTTCAAGGATTCAACGTTCCAGGTCAAGGCAAAGGAATATCGA-
AGACCGCTTACGTGAAAGGGATGAAGCTGCAAATGGTGGAAGTAGTGATGGTTTGCAAGACAGGATGGAGAGGTCTAAGATTGCTGGCGTGCGGC-
TAAACAGGACCACCACATCATCATCCTCTGAACCATGTGGTGGTGATGCAAACAATTCTGGAGCAACACACCCTTTTCGAGGTCAGGAGAATGATATT-
TATACCAACAAGAGGAACTCAGTTGAATTCTTAAAGTGCAGTAAAGAGGGTGGTCTTGGAAGTGGAGTTCACTTAGATTGTTCCCCATCTCTGGTTCTA-
GAAAACAAGATTGTTAGTTCTGACAGTCTCTTCAAGGTTCCTAATGACTGCTCCGCTAGAGATTCATCAAGAACACAAGTTGCAGATAGCGTGTGCCA-
TCCCCTCCCTGAAACTCATCTATTTGTTGAGCCCAAAATTCTTCAATTTGAAGGTGTTGAATCAGTATGCATGAATTTTTCAAGTGAAAAAATGGGGCA-
GCCACTGGAAAGTGCCCATCTTGATCTTGCTGAGGCACATCCTTTAAATGAAGACCCATCTTCTACTGGCTGTTATCATGTACCTTGTTCCGTGGGAA-
GCTCATTGGTTGATGGTGTTGAATTGGGACTTTTAAGCACTGACAGTGCAACATTGAAGCAGCACCTTCAATGTGGCAGTCCTGATCTTAGTCCCACA-
CATTCTCGAAACAAGGACCCGTGTCCAACCATTTCCTCTGAAGTACCTAATTACACGAGTGAACCATTAGTTGAGCAGGATACATATTGTAATCCTGA-
AATCAATTCTCTGGAAGGACCATGTTCTAAGGTCAGCCAACTGCTTGAAAAGGAAGAAACGAAGGCATGCCCCGATGCCAATCCACTGCTTAAAACA-
GATGCATTGCATACCATAGGAAGCACCGAAAGAATAAGAAATCTTGCCTCTCGGAACTCCACTCCTCTTGAACAACGGAGCTCTGATCCTCATGTCTT-
GCCTTGTCAACGCAGTAGATCTGTGCAACCAGCTGACAGTAGTTCTCGGCCTCCTCTATCAACAGGAATATTGCCGGACAGTTTGTTGGAAGCGGTT-
GGTTTAGACCACCTTCCGCATTCAAATGATACAAATAGCCAATGCTCCCCATCTAGGTCTGCTGCAAGCCCAGATCTGCTTCCACTTCGACTCGTTAAT-
TCTGGTGATGTTTATCAACCGAGCTTCTCTTGTTGTAAATCACAAAATAACAAAGATTCCAATGGTTGTGCTGTTGAGGGCACCACTGTATCCATAGAGA-
AACCGCCGTCCCAGGAGCAATATTTATTGGATAGACCACCTATGGAACTCAATGGTTTTGCAGATGAGGATACTCCCTTGGGCCACACTCTGGGTACA-
CATAATGAGATGCTGAAAGGAAAGAAGGCAGACGACTTGGTGAACTGCCATTCTGGAAAGCTCAACAGTTCTCAGAAAAAACCCAAGGGTTTGACT-
GAAGCATCTGGTTTTTCTTCCGGAAAGAATGAGTCTGCAGGGCAAAAGGTTGAAAGCAATATTTCAACTGGTGTGATGCACACAACAGAAAGGAGCA-
GGGGGTTTTGTGCCATGAACTGCACGGAAGATCTCCAACAAGATGGAACAGAACAAGAAACCTCTCCTTTTGATAATGCTGTTCAAATAAATGCTAAT-
CGATGCACCGCAGATAACAATAAGCAAATCAAATCTTTACGACCTTCTGTTCGATACTCTTTACGTAGCTTGATGTCACATGAGAAAATTAATCTGCTC-
CAGTCAGAAGGAAGAAGTGCTGCTTGTGGCCAGAAGAGGTCAGATGCAGATGGAGTTCAAGTAAACGGTGGCCCATCATCTAAGAGAAGAAGAATA-
AAGCGTCAATCAAATGCTGCTCTCTCCAGCTCTCCTAACACAAATTCATTGTCTGTGGTCCACCAAGTTGATATTGACAATCATGTGTTACCCCTTGGA-
AATTTCTCAGGGAAGTCTCAGCCTTCAGGCCGTTACTTCTTAAGGGATTTAGGGTCCTCTGGGAGCATGTCTCTCAAGTCAGAGGAGAGGAATGCTG-
TGAGTCACGGCAACATATCAGTATCTAGTATCCATAATAAAACCAGCAGTTCTCCTGAAAGATATAATAAGGCTAGTTTAGATAATGAAAATGGGAATTC-
TCCAGGACAGTTACAAAATACATTAGATGTTGTGAAAACAACCGCTGCTTTGCCTAGCTGCTATGGTACCTTAATTGATAATGAGAAATCATGCGCAGA-
AGAGGAAAATCCTTGCTTAGAAGGTAAACACGCAAATGATACTTGTTCGAGTGTGGTACACCAGCAAATGACTCTTCAGATTGATAACATTGCATCTCA-
GAGTGTAATATTAAATTCAGAAAATTATTCTAGAGAGAACTCAATTACTATATCTGCAAGTTATGTTTCGGATCAAAATGGTGATCAAGCACATGCACCAA-
GTGCATTGGTTCGTGAGAATTTAAGTTATGGCTCCAGTGTAGAACTTGACAGGAGATGTAAAAGTAATGGTTCAAAGGGAAGTTTGTTGTCTGGTGCT-
GCTATTACTATGCAAGATGGGGATGAATCTGTTGACTGTGATGCCACAATGCCGGAATTCGAGCGATTTGATGTTCCTATCCAATTTGACAGCCCATGT-
GCTGAGACAAAGACATCTGAAGCCCTTTGTGAGTCCAGAAAATTAGTCACCCTCAGTTCAAAGTTCTCAAATTATGACACTAACACAGAAAGTGGTGT-
GAGCCACCTATTGTCAGCCATGTCTGGGAAGCCTATAAACTTCCCTGATGATTTGCAACAATACAGAGCAAATAATGATAGAAGCATAACTGACATTTTT-
GGAGCATGTGGATTGGGACTTGATGATTCCTTTTCTATTTATGATGTCACAGCTTCATGTTCTTCAAATGGTAGCAGTGCAAAAGAGAACAATGACAATC-
CATTGACCCCATCAGTTGAAAAATATGGCCTGGGGAAACTGTCAGCTAGATCTGGATCTAGTTCAGAACATATGGGCTCTATTCCTGAACTAGAATGCT-
TCCGAATTGATGAACATAGCAGCATCGCAGAAGAAAATGAATACCAAGGGATGTTACATGGATCTGCTGGTTTGAGTTACTCGCATCAGTTGCCATCTG-
GCAGAAAAGCACTTCAGGATATCACTGGATTATGTCAAAACACTGTAAATTCTGCCTCTCTTTCCTCAATATTCTTGGATACAGGTAATGAGCTCAATCA-
TCAGACAGATCTCATAAATGGTCATGCCAACGATAAGCCAAAAAACAGTCTTGCTGCTTCAACCAAGAGAGAGAGAAAAATATCTGATTCCCTTCATCC-
TAGATTAAGGAGGACAGAACTACATAACAGAAATGGAAGACACCAGAGTGAAGCCAATATTGACAAACAATCTAAGCCTAGCAATATTGTTGCCAATGT-
GACATCATTTATACCTCTTGTAAAACCAAAGTTGCAACCTACAACAGCATGTGTGAAAAAAGATGTCAGAGTGAAGGCACTTGAGGCAGCTGAAGCTG-
CAAAACGCCTTGAAGAAAAGAAACAAAATGAACGTGAAATGCGCAAAGCAGCTGCAAAACTAGAGCGTGAAAGACTGAAGCAAGAGAAAGAATTAAA-
GCAAAAACAGGAGGAACAAAAGAAGAAGAGAGATGCCGATGTGGCTGCTAAAAAACGGCAAAGAGGAGAGGAGGAAAGGAAGGAAAAGCAGAGAA-
AAAGAAAATGCACTGAGGAGGCTCGGAAACAACAGAAGCAGCCTACAGAAAAAAGTCTTGCTGTGAATGATGAGAAAGATGTTTGTCGAAAAACATCT
GATAATATAGAGCTGACAAAACCTGATGGGAGAACTACCGAACCTGCTATGACCAATATTCCAAACAGTCTTGAAGAG TCATACCAAATGTC-
TCCCTATAAGGATTCTGATGAAGAGGATGATGATGATTTTGAACATGAGCAAGAATCCAGACGTAGGAGGAAATTTATTCCTTCGTGGGCTCG
GAAAGAAAACTTGGATAAACTCTTGTTGTCCAATCAGAGTTTAGACCCTAGAGAACTTTTTGCACAAAAGTGCTCCTTCAACTTATCTGATG
TTCTTTCAGTTCACATACCACAACGTGGCTTCAGATAAGTTTCCATTTGACGGACTATCGGCAATACGTCATTGCCAAATTACATCATCAACAGTTGTG-
CATATGCTTGGACGGCATTTTCTTGTATGCTAGAAATTAATCAACGTAGCAGAAAATTTGTTTCTTGTGGAATATTAGAATTTAGCAGGACATGTGTTGC-
CACATTTGTATACATATTTGGGCATAACCAATTTGTACCAGCCGAGTTATGTTTATG
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ATGGAGGAGCTGTTCATGCAGGTGTTCGGCGGCGGGACTGGGTGGCGGCGCAGCTGCGGCAGCAGGTGGAGTCCTACGACCAGTCCCTCGCCT-
GCGCGCTCCTCGCCGCCGGCCGCCCCCCCCCGCCGTGGCTCCTCCCGTCGCGCCCCGCTGCGCCGCAGGGGCTGAATGGCAAACCAGCGCCA-
TCGGAGTTTGTTTTCACTGGAAGCCATATTACCACACCAGCAATCAATAGAACTGTCTATCAGCCTTCAGCTGTTCCTAGTACTTCCTTAAGAAATGTG-
GGGCTTCCAAGTGGATATAGCCATCTATGGACTGCTTGTAATTCTCTGGATACTGACCAACACCAAGAGGTCCAGCAAGAGCAGACTAAAGTTAATGA-
GGAGTTTGTCAACACTAGAGCTGAAGCCAACATGTTTTCAAGGATTCAACGTTCCAGGTCAAGGCAAAGGAATATCGAAGACCGCTTACGTGAAAGG-
GATGAAGCTGCAAATGGTGGAAGTAGTGATGGTTTGCAAGACAGGATGGAGAGGTCTAAGATTGCTGGCGTGCGGCTAAACAGGACCACCACATCA-
TCATCCTCTGAACCATGTGGTGGTGATGCAAACAATTCTGGAGCAACACACCCTTTTCGAGGTCAGGAGAATGATATTTATACCAACAAGAGGAACT-
CAGTTGAATTCTTAAAGTGCAGTAAAGAGGGTGGTCTTGGAAGTGGAGTTCACTTAGATTGTTCCCCATCTCTGGTTCTAGAAAACAAGATTGTTAGT-
TCTGACAGTCTCTTCAAGGTTCCTAATGACTGCTCCGCTAGAGATTCATCAAGAACACAAGTTGCAGATAGCGTGTGCCATCCCCTCCCTGAAACTCA-
TCTATTTGTTGAGCCCAAAATTCTTCAATTTGAAGGTGTTGAATCAGTATGCATGAATTTTTCAAGTGAAAAAATGGGGCAGCCACTGGAAAGTGCCCA-
TCTTGATCTTGCTGAGGCACATCCTTTAAATGAAGACCCATCTTCTACTGGCTGTTATCATGTACCTTGTTCCGTGGGAAGCTCATTGGTTGATGGTGT-
TGAATTGGGACTTTTAAGCACTGACAGTGCAACATTGAAGCAGCACCTTCAATGTGGCAGTCCTGATCTTAGTCCCACACATTCTCGAAACAAGGACC-
CGTGTCCAACCATTTCCTCTGAAGTACCTAATTACACGAGTGAACCATTAGTTGAGCAGGATACATATTGTAATCCTGAAATCAATTCTCTGGAAGGAC-
CATGTTCTAAGGTCAGCCAACTGCTTGAAAAGGAAGAAACGAAGGCATGCCCCGATGCCAATCCACTGCTTAAAACAGATGCATTGCATACCATAGGA-
AGCACCGAAAGAATAAGAAATCTTGCCTCTCGGAACTCCACTCCTCTTGAACAACGGAGCTCTGATCCTCATGTCTTGCCTTGTCAACGCAGTAGATC-
TGTGCAACCAGCTGACAGTAGTTCTCGGCCTCCTCTATCAACAGGAATATTGCCGGACAGTTTGTTGGAAGCGGTTGGTTTAGACCACCTTCCGCAT-
TCAAATGATACAAATAGCCAATGCTCCCCATCTAGGTCTGCTGCAAGCCCAGATCTGCTTCCACTTCGACTCGTTAATTCTGGTGATGTTTATCAACC-
GAGCTTCTCTTGTTGTAAATCACAAAATAACAAAGATTCCAATGGTTGTGCTGTTGAGGGCACCACTGTATCCATAGAGAAACCGCCGTCCCAGGAG-
CAATATTTATTGGATAGACCACCTATGGAACTCAATGGTTTTGCAGATGAGGATACTCCCTTGGGCCACACTCTGGGTACACATAATGAGATGCTGAAA-
GGAAAGAAGGCAGACGACTTGGTGAACTGCCATTCTGGAAAGCTCAACAGTTCTCAGAAAAAACCCAAGGGTTTGACTGAAGCATCTGGTTTTTCT-
TCCGGAAAGAATGAGTCTGCAGGGCAAAAGGTTGAAAGCAATATTTCAACTGGTGTGATGCACACAACAGAAAGGAGCAGGGGGTTTTGTGCCAT-
GAACTGCACGGAAGATCTCCAACAAGATGGAACAGAACAAGAAACCTCTCCTTTTGATAATGCTGTTCAAATAAATGCTAATCGATGCACCGCAGATA-
ACAATAAGCAAATCAAATCTTTACGACCTTCTGTTCGATACTCTTTACGTAGCTTGATGTCACATGAGAAAATTAATCTGCTCCAGTCAGAAGGAAGA-
AGTGCTGCTTGTGGCCAGAAGAGGTCAGATGCAGATGGAGTTCAAGTAAACGGTGGCCCATCATCTAAGAGAAGAAGAATAAAGCGTCAATCAAAT-
GCTGCTCTCTCCAGCTCTCCTAACACAAATTCATTGTCTGTGGTCCACCAAGTTGATATTGACAATCATGTGTTACCCCTTGGAAATTTCTCAGGGAA-
GTCTCAGCCTTCAGGCCGTTACTTCTTAAGGGATTTAGGGTCCTCTGGGAGCATGTCTCTCAAGTCAGAGGAGAGGAATGCTGTGAGTCACGGCAA-
CATATCAGTATCTAGTATCCATAATAAAACCAGCAGTTCTCCTGAAAGATATAATAAGGCTAGTTTAGATAATGAAAATGGGAATTCTCCAGGACAGTTA-
CAAAATACATTAGATGTTGTGAAAACAACCGCTGCTTTGCCTAGCTGCTATGGTACCTTAATTGATAATGAGAAATCATGCGCAGAAGAGGAAAATCCT-
TGCTTAGAAGGTAAACACGCAAATGATACTTGTTCGAGTGTGGTACACCAGCAAATGACTCTTCAGATTGATAACATTGCATCTCAGAGTGTAATATTA-
AATTCAGAAAATTATTCTAGAGAGAACTCAATTACTATATCTGCAAGTTATGTTTCGGATCAAAATGGTGATCAAGCACATGCACCAAGTGCATTGGTTC-
GTGAGAATTTAAGTTATGGCTCCAGTGTAGAACTTGACAGGAGATGTAAAAGTAATGGTTCAAAGGGAAGTTTGTTGTCTGGTGCTGCTATTACTATG-
CAAGATGGGGATGAATCTGTTGACTGTGATGCCACAATGCCGGAATTCGAGCGATTTGATGTTCCTATCCAATTTGACAGCCCATGTGCTGAGACAAA-
GACATCTGAAGCCCTTTGTGAGTCCAGAAAATTAGTCACCCTCAGTTCAAAGTTCTCAAATTATGACACTAACACAGAAAGTGGTGTGAGCCACCTAT-
TGTCAGCCATGTCTGGGAAGCCTATAAACTTCCCTGATGATTTGCAACAATACAGAGCAAATAATGATAGAAGCATAACTGACATTTTTGGAGCATGTG-
GATTGGGACTTGATGATTCCTTTTCTATTTATGATGTCACAGCTTCATGTTCTTCAAATGGTAGCAGTGCAAAAGAGAACAATGACAATCCATTGACCC-
CATCAGTTGAAAAATATGGCCTGGGGAAACTGTCAGCTAGATCTGGATCTAGTTCAGAACATATGGGCTCTATTCCTGAACTAGAATGCTTCCGAATT-
GATGAACATAGCAGCATCGCAGAAGAAAATGAATACCAAGGGATGTTACATGGATCTGCTGGTTTGAGTTACTCGCATCAGTTGCCATCTGGCAGAAA-
AGCACTTCAGGATATCACTGGATTATGTCAAAACACTGTAAATTCTGCCTCTCTTTCCTCAATATTCTTGGATACAGGTAATGAGCTCAATCATCAGACA-
GATCTCATAAATGGTCATGCCAACGATAAGCCAAAAAACAGTCTTGCTGCTTCAACCAAGAGAGAGAGAAAAATATCTGATTCCCTTCATCCTAGATTA-
AGGAGGACAGAACTACATAACAGAAATGGAAGACACCAGAGTGAAGCCAATATTGACAAACAATCTAAGCCTAGCAATATTGTTGCCAATGTGACAT-
CATTTATACCTCTTGTAAAACCAAAGTTGCAACCTACAACAGCATGTGTGAAAAAAGATGTCAGAGTGAAGGCACTTGAGGCAGCTGAAGCTGCAAA-
ACGCCTTGAAGAAAAGAAACAAAATGAACGTGAAATGCGCAAAGCAGCTGCAAAACTAGAGCGTGAAAGACTGAAGCAAGAGAAAGAATTAAAGCA-
AAAACAGGAGGAACAAAAGAAGAAGAGAGATGCCGATGTGGCTGCTAAAAAACGGCAAAGAGGAGAGGAGGAAAGGAAGGAAAAGCAGAGAAAA-
AGAAAATGCACTGAGGAGGCTCGGAAACAACAGAAGCAGCCTACAGAAAAAAGTCTTGCTGTGAATGATGAGAAAGATGTTTGTCGAAAAACATCT
GATAATATAGAGCTGACAAAACCTGATGGGAGAACTACCGAACCTGCTATGACCAATATTCCAAACAGTCTTGAAGAG TCATACCAAATGTCTCCCTA-
TAAGGATTCTGATGAAGAGGATGATGATGATTTTGAACATGAGCAAGAATCCAGACGTAGGAGGAAATTTATTCCTTCGTGGGCTCG GAAAGAAAACT-
TGGATAAACTCTTGTTGTCCAATCAGAGTTTAGACCCTAGAGAACTTTTTGCACAAAAGTGCTCCTTCAACTTATCTGATG TTCTTTCAGTTCACATAC-
CACAACGTGGCTTCAGATAA

SP

MEELFMQVFERRDWVAAQLRQQVESYDQSLACALLAAGRPPPPWLLPSRPAAPQ GLNGKPAPSEFVFTGSHITTPAINRTVYQPSAVPST-
SLRNVGLPSGYSHLWTACNSLDTDQHQEVQQEQTKVNEEFVNTRAEANMFSRIQRSRSRQRNIEDRLRERDEAANGGSSDGLQDRMER-
SKIAGVRLNRTTTSSSSEPCGGDANNSGATHPFRGQENDIYTNKRNSVEFLKCSKEGGLGSGVHLDCSPSLVLENKIVSSDSLFKVPNDC-
SARDSSRTQVADSVCHPLPETHLFVEPKILQFEGVESVCMNFSSEKMGQPLESAHLDLAEAHPLNEDPSSTGCYHVPCSVGSSLVDGVEL-
GLLSTDSATLKQHLQCGSPDLSPTHSRNKDPCPTISSEVPNYTSEPLVEQDTYCNPEINSLEGPCSKVSQLLEKEETKACPDANPLLKTDALH-
TIGSTERIRNLASRNSTPLEQRSSDPHVLPCQRSRSVQPADSSSRPPLSTGILPDSLLEAVGLDHLPHSNDTNSQCSPSRSAASPDLLPLRLV-
NSGDVYQPSFSCCKSQNNKDSNGCAVEGTTVSIEKPPSQEQYLLDRPPMELNGFADEDTPLGHTLGTHNEMLKGKKADDLVNCHSGKLNS-
SQKKPKGLTEASGFSSGKNESAGQKVESNISTGVMHTTERSRGFCAMNCTEDLQQDGTEQETSPFDNAVQINANRCTADNNKQIKSLRPS-
VRYSLRSLMSHEKINLLQSEGRSAACGQKRSDADGVQVNGGPSSKRRRIKRQSNAALSSSPNTNSLSVVHQVDIDNHVLPLGNFSGKSQPS-
GRYFLRDLGSSGSMSLKSEERNAVSHGNISVSSIHNKTSSSPERYNKASLDNENGNSPGQLQNTLDVVKTTAALPSCYGTLIDNEKSCAEE
ENPCLEGKHANDTCSSVVHQQMTLQIDNIASQSVILNSENYSRENSITISASYVSDQNGDQAHAPSALVRENLSYGSSVELDRRCKSNGSKGSLLSGAAITM-
QDGDESVDCDATMPEFERFDVPIQFDSPCAETKTSEALCESRKLVTLSSKFSNYDTNTESGVSHLLSAMSGKPINFPDDLQQYRANNDRSITDIFGACGLGL-
DDSFSIYDVTASCSSNGSSAKENNDNPLTPSVEKYGLGKLSARSGSSSEHMGSIPELECFRIDEHSSIAEENEYQGMLHGSAGLSYSHQLPSGRKALQDITGL-
CQNTVNSASLSSIFLDTGNELNHQTDLINGHANDKPKNSLAASTKRERKISDSLHPRLRRTELHNRNGRHQSEANIDKQSKPSNIVANVTSFIPLVKPKLQPTTAC
VKKDVRVKALEAAEAAKRLEEKKQNEREMRKAAAKLERERLKQEKELKQKQEEQKKKRDADVAAKKRQRGEEERKEKQRKRKCTEEARKQQKQPTEKS-
LAVNDEKDVCRKTS DNIELTKPDGRTTEPAMTNIPNSLEESYQMSPYKDSDEEDDDDDFEHEQESRRRRKFIPSWAR KENLDKLLLSNQSLDPRELFAQK-
CSFNLSDV LSVHIPQRGFR*

FG

Inner centromere protein, ARK-binding domain

Tabela 7. Informagdes gendmicas do gene LOC_0s09g30070, identificado pelo marcador SNP

S09_18281732.
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LOC_0Os10g30210 (S10_15699535)

SG

ATGGCCGCCTCCTCCTCCAACCCCACGCCTCTGCTGCTGCCACCGCCGCCGC-
CGCAAGAGCCCGCGCCTCTGTCGCCGCCGCCGCCGCTGCCTACGCCGAAGCC-
GATCCCCACCGTCGCCGACAACTTCCGCAGCCTGCTCAGGTCCGGCGAGGCGC-
TCCTCCGCTTCGCCTTCCGCGGCAACTCCGGCCAATTGACTCACCGGCATCCGCC-
TCCGCCTCGGCCGCCGCCGCAGCAGCAGCATCCCCACCACCACAACCGCCCG
GTGCGTACGCCTCGATCGTGAGCTCGAACACACTCGATCAGCAACCATGGCGAT-
TACCTTCTTCACTGAGACACTCGCGTTTGCAGGCTGAGATCATGAAGCGGCTGCAGCG-
GGAGAAGTTCGCCGACATGATCAAGCACATGGACGGGCACGAGCAGATCGACCGCCT-
CGTCGCGCTGTACACGAGCAGCGCCAAGGGGTTCCACCTCCCGGAGCTCCCCGTCC-
GGGTGAAGGTCGCACTCGACGCGGCCGGCGCGCTGCTCCTCGTCGACGGCGACGA-
GCTCGAGCAGGCGAGGGACAGGCTCGCCAAGGCCAGGAACACGACGGGGCTCGGC-
TCCAGGTTCGTGTTCGAGTCGAGCACCCGTGGCGGCAAGGACACCGTCGCCGCGGA-
GCTCGCCACCGGGCTCGGGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCCGGCGGGAGGCCACT-
GGAGCTCACCCGGCTGCAGTACTGCGCCCACGTCAGCGACCTGCTGTCGATGACCC-
TCGTCCCGTTTGGCGCCCAGTGCAACAACTTCTTGCACGGTTCGAGCCTGATCCAG
GTAACTTGCCACTGAGCTCGCTGGAGTATTGGCGGTTGCGGCGGCGAGCTTTTGTCT-
GACGATGAAACTGTTCGCCGCAGAGTATCCAGAGCAGAGCGTTGTCCGGCGGGCCGC-
CGTCGTATTCGGAGCGTCATGACTGCGGCGCCGGCGTGAGCATCAAGGGATCAAGAT-
TCAGGGCCTCCATAGCTGAGCTGATCTTTGGTTCTCCAGGCGAACATGGCGGCGGCG-
GCGGCGGCGGCAATGGCGATCACGAGGTGCCCAACCGGTTGACGACGTTCGGCAA-
GGTGAGCTACGAGACGGCCGACGACATCAAGCTCAGCTTGTCGGGGCTGTGGCAGG-
TCCGCTCGCCGGCGTCCCGGTTCAGCGACCTCGGCGCGCTCGCCGTGCCGCTGGG-
CAGCCTGAAGACGCGGAGAGCCATCGCTCCTCCTCCGTCGCCGCCGGCGACGACG-
CATCCTCCTCCGTCGCCGGACCTGATGGTGCAGGTGCCGGCGCCTCCTGCTCCTCC-
CACCCCCATGATGGGTATAGGGTCGACGGTGGCGGTGCAGGGCTCCGTTGCCGCC-
GCCGCCGCCGCCGCCACGGCGCCGTCGTCGCACACGGTGGCCGTCATGGTGGACTG-
CGACATGTACGACACCTTGAGAGCAGAAGGCTGGGTCGAGATGGAGACGGCGGCGG-
CGGCGACTCCGGCGAGGCGGCGCGGGCCGGTGGCGCGGTGGGGAGTCTGCGTGTC-
CGACTGCCCGGAGCACGAGCTCGGGTGGGGGGTGCGGATCGGCGGCACGGCGGA-
GAGGAACGCGCACCGGCCGCACGTGGAAGGGTTCCTCAGCTTCGACCTCGGCAAGG-
GCGGCAGGGTGCAGCCGGGCCTCGTCATCGCCATGGACGGCGACAAGCGGACGCC-
GGCGCTGGTGCTGAGGTCGTCGTGGCTCATGTGACGCCGGTGATCAAACTTGCCCGT-
TCTTCCCCTTCATGCCGGTGTTTTGGTTTTTTGCTCTGAAATCTGTTGCAGATATAATAA-
GCGTACGTGACAAATGCCCTCCTTCAATTTACACCTGAGTGAGATTTCATTTTTCTTTT-
GCTTTTTGAGGGATTTTTTTTTCTACCACCAACATATCGATCGTCGCTTGCTTTAGATAG-
CAAAAGGGAACTCGAATTTGAGTAAATTTGATAACACCTTTAACTTTTTTGTCCAAAAGT-
GCCCAAGTTAATTGTAATCTGTAGCTCTCAGAAATTTGAGCTAAAGTTGCCATTCCTT
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ATGGCCGCCTCCTCCTCCAACCCCACGCCTCTGCTGCTGCCACCGCCGCCGC-
CGCAAGAGCCCGCGCCTCTGTCGCCGCCGCCGCCGCTGCCTACGCCGAAGCC-
GATCCCCACCGTCGCCGACAACTTCCGCAGCCTGCTCAGGTCCGGCGAGGCGC-
TCCTCCGCTTCGCCTTCCGCGGCAACTCCGGCCAATTGACTCACCGGCATCCGCC-
TCCGCCTCGGCCGCCGCCGCAGCAGCAGCATCCCCACCACCACAACCGCCCG
GCTGAGATCATGAAGCGGCTGCAGCGGGAGAAGTTCGCCGACATGATCAAGCACATG-
GACGGGCACGAGCAGATCGACCGCCTCGTCGCGCTGTACACGAGCAGCGCCAAGGG-
GTTCCACCTCCCGGAGCTCCCCGTCCGGGTGAAGGTCGCACTCGACGCGGCCGGC-
GCGCTGCTCCTCGTCGACGGCGACGAGCTCGAGCAGGCGAGGGACAGGCTCGCCA-
AGGCCAGGAACACGACGGGGCTCGGCTCCAGGTTCGTGTTCGAGTCGAGCACCCGT-
GGCGGCAAGGACACCGTCGCCGCGGAGCTCGCCACCGGGCTCGGGGCGGCGGCG-
GCGGCGGCGGCCGGCGGGAGGCCACTGGAGCTCACCCGGCTGCAGTACTGCGCC-
CACGTCAGCGACCTGCTGTCGATGACCCTCGTCCCGTTTGGCGCCCAGTGCAACA-
ACTTCTTGCACGGTTCGAGCCTGATCCAGAGTATCCAGAGCAGAGCGTTGTCCGGCG-
GGCCGCCGTCGTATTCGGAGCGTCATGACTGCGGCGCCGGCGTGAGCATCAAGGGAT-
CAAGATTCAGGGCCTCCATAGCTGAGCTGATCTTTGGTTCTCCAGGCGAACATGGCGG-
CGGCGGCGGCGGCGGCAATGGCGATCACGAGGTGCCCAACCGGTTGACGACGTTCG-
GCAAGGTGAGCTACGAGACGGCCGACGACATCAAGCTCAGCTTGTCGGGGCTGTGG-
CAGGTCCGCTCGCCGGCGTCCCGGTTCAGCGACCTCGGCGCGCTCGCCGTGCCGCT-
GGGCAGCCTGAAGACGCGGAGAGCCATCGCTCCTCCTCCGTCGCCGCCGGCGACGA-
CGCATCCTCCTCCGTCGCCGGACCTGATGGTGCAGGTGCCGGCGCCTCCTGCTCCTC-
CCACCCCCATGATGGGTATAGGGTCGACGGTGGCGGTGCAGGGCTCCGTTGCCGCC-
GCCGCCGCCGCCGCCACGGCGCCGTCGTCGCACACGGTGGCCGTCATGGTGGACTG-
CGACATGTACGACACCTTGAGAGCAGAAGGCTGGGTCGAGATGGAGACGGCGGCGG-
CGGCGACTCCGGCGAGGCGGCGCGGGCCGGTGGCGCGGTGGGGAGTCTGCGTGTC-
CGACTGCCCGGAGCACGAGCTCGGGTGGGGGGTGCGGATCGGCGGCACGGCGGA-
GAGGAACGCGCACCGGCCGCACGTGGAAGGGTTCCTCAGCTTCGACCTCGGCAAGG-
GCGGCAGGGTGCAGCCGGGCCTCGTCATCGCCATGGACGGCGACAAGCGGACGCC-
GGCGCTGGTGCTGAGGTCGTCGTGGCTCATGTGACGCCGGTGATCAAACTTGCCCGT-
TCTTCCCCTTCATGCCGGTGTTTTGGTTTTTTGCTCTGAAATCTGTTGCAGATATAATAA-
GCGTACGTGACAAATGCCCTCCTTCAATTTACACCTGAGTGAGATTTCATTTTTCTTTT-
GCTTTTTGAGGGATTTTTTTTTCTACCACCAACATATCGATCGTCGCTTGCTTTAGATAG-
CAAAAGGGAACTCGAATTTGAGTAAATTTGATAACACCTTTAACTTTTTTGTCCAAAAGT-
GCCCAAGTTAATTGTAATCTGTAGCTCTCAGAAATTTGAGCTAAAGTTGCCATTCCTT

SCDS

ATGGCCGCCTCCTCCTCCAACCCCACGCCTCTGCTGCTGCCACCGCCGCCGC-
CGCAAGAGCCCGCGCCTCTGTCGCCGCCGCCGCCGCTGCCTACGCCGAAGCC-
GATCCCCACCGTCGCCGACAACTTCCGCAGCCTGCTCAGGTCCGGCGAGGCGC-
TCCTCCGCTTCGCCTTCCGCGGCAACTCCGGCCAATTGACTCACCGGCATCCGCC-
TCCGCCTCGGCCGCCGCCGCAGCAGCAGCATCCCCACCACCACAACCGCCCG
GCTGAGATCATGAAGCGGCTGCAGCGGGAGAAGTTCGCCGACATGATCAAGCACAT-
GGACGGGCACGAGCAGATCGACCGCCTCGTCGCGCTGTACACGAGCAGCGCCAAG-
GGGTTCCACCTCCCGGAGCTCCCCGTCCGGGTGAAGGTCGCACTCGACGCGGCCG-
GCGCGCTGCTCCTCGTCGACGGCGACGAGCTCGAGCAGGCGAGGGACAGGCTCGC-
CAAGGCCAGGAACACGACGGGGCTCGGCTCCAGGTTCGTGTTCGAGTCGAGCACC-
CGTGGCGGCAAGGACACCGTCGCCGCGGAGCTCGCCACCGGGCTCGGGGCGGCE-
GCGGCGGCGGCGGCCGGCGGGAGGCCACTGGAGCTCACCCGGCTGCAGTACTGC-
GCCCACGTCAGCGACCTGCTGTCGATGACCCTCGTCCCGTTTGGCGCCCAGTGCAA-
CAACTTCTTGCACGGTTCGAGCCTGATCCAGAGTATCCAGAGCAGAGCGTTGTCCGG-
CGGGCCGCCGTCGTATTCGGAGCGTCATGACTGCGGCGCCGGCGTGAGCATCAAGG-
GATCAAGATTCAGGGCCTCCATAGCTGAGCTGATCTTTGGTTCTCCAGGCGAACATG-
GCGGCGGCGGCGGCGGCGGCAATGGCGATCACGAGGTGCCCAACCGGTTGACGAC-
GTTCGGCAAGGTGAGCTACGAGACGGCCGACGACATCAAGCTCAGCTTGTCGGGGC-
TGTGGCAGGTCCGCTCGCCGGCGTCCCGGTTCAGCGACCTCGGCGCGCTCGCCGT-
GCCGCTGGGCAGCCTGAAGACGCGGAGAGCCATCGCTCCTCCTCCGTCGCCGCCGG-
CGACGACGCATCCTCCTCCGTCGCCGGACCTGATGGTGCAGGTGCCGGCGCCTCCT-
GCTCCTCCCACCCCCATGATGGGTATAGGGTCGACGGTGGCGGTGCAGGGCTCCGTT-
GCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCACGGCGCCGTCGTCGCACACGGTGGCCGTCATGG-
TGGACTGCGACATGTACGACACCTTGAGAGCAGAAGGCTGGGTCGAGATGGAGACGG-
CGGCGGCGGCGACTCCGGCGAGGCGGCGCGGGCCGGTGGCGCGGTGGGGAGTCT-
GCGTGTCCGACTGCCCGGAGCACGAGCTCGGGTGGGGGGTGCGGATCGGCGGCAC-
GGCGGAGAGGAACGCGCACCGGCCGCACGTGGAAGGGTTCCTCAGCTTCGACCTCG-
GCAAGGGCGGCAGGGTGCAGCCGGGCCTCGTCATCGCCATGGACGGCGACAAGCG-
GACGCCGGCGCTGGTGCTGAGGTCGTCGTGGCTCATGTGA
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SP MAASSSNPTPLLLPPPPPQEPAPLSPPPPLPTPKPIPTVADNFR-
SLLRSGEALLRFAFRGNSGQLTHRHPPPPRPPPQQQHPHHHNRP
AEIMKRLQREKFADMIKHMDGHEQIDRLVALYTSSAKGFHLPE-
LPVRVKVALDAAGALLLVDGDELEQARDRLAKARNTTGLGSRFVFESSTRGGKDTVA-
AELATGLGAAAAAAAGGRPLELTRLQYCAHVSDLLSMTLVPFGAQCNNFLHGSSLIQ
SIQSRALSGGPPSYSERHDCGAGVSIKGSRFRASIAELIFGSPGEHGGGGGGGNGDHE-
VPNRLTTFGKVSYETADDIKLSLSGLWQVRSPASRFSDLGALAVPLGSLKTRRAIAPPPS-
PPATTHPPPSPDLMVQVPAPPAPPTPMMGIGSTVAVQGSVAAAAAAATAPSSHTVAVMVD-
CDMYDTLRAEGWVEMETAAAATPARRRGPVARWGVCVSDCPEHELGWGVRIGGTAER-
NAHRPHVEGFLSFDLGKGGRVQPGLVIAMDGDKRTPALVLRSSWLM*

FG expressed protein

Tabela 8. Informacgdes gendmicas do gene LOC_0Os059g50910, identificado pelo marcador SNP
S05_29213630

41 CONCLUSOES

Dos oito marcadores SNPs, cinco foram encontrados em genes para a cultura
do arroz. Esses genes possuiam as fungbes de: proteina hipotética (LOC_Os01g49070,
S01_23885433); funcao relacionada a calmodulina (LOC_0Os03g06570, S03_3311741);
dominio de proteina quinase (LOC_0Os04g45920, SNP S04_27195948); proteinas G
(LOC_0Os05g50910, SNP S05_29213630); dominio de ligacdo ARK (LOC_0Os09g30070,
S09_18281732) e expressédo de proteinas (LOC_0Os10g30210, SNP S10_15699535).

Somente os marcadores SNP S05_28201815 e SNP S08_22353023 nao foram
identificados em genes no genoma da cultura, porém, os mesmos podem ter potencial
futuramente para uso na selecéo assistida por marcadores (SAM) para a cultura do arroz.

Os genes identificados podem ser de interesse de melhoramento para a cultura
do arroz ou para outras culturas, pois diretamente ou indiretamente estéo relacionados a
tolerancia a fatores abiéticos, como toleréncia a seca. Se considerarmos o plantio de arroz
de terras altas no estado do Piaui, o carater tolerancia a seca € um dos mais importantes
a serem estudados, pois a irregularidades de chuva no estado faz com que ocorra baixas
produtividades da cultura no estado.
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RESUMEN: El yogurt como derivado lacteo
va en aumento del interés de la industria
de alimentos requiriéndose encontrar
con nuevas fuentes vegetales con un alto
contenido de nutrientes para adicionar
y aportar beneficios para la salud de los
consumidores que influyen positivamente
en nuestro organismo El objetivo de esta

Data de aceite: 02/10/2023

investigacion es evaluar el comportamiento
en el proceso de elaboracion yogurt, al cual
se le adiciono sabila (Aloe Barbadensis
miller) Para lograr este objetivo se realizd
un analisis proximal ( proteina, grasas,
minerales) ademas se realizd un analisis
sensorial, desarrollandose una prueba de
preferencia, los resultados obtenidos se
analizaran con un andlisis de varianza con
un sofware Statgraphics Centurion XVI. Con
respecto a los contenidos de proteina, grasa
acidez, para los diferentes tratamientos no
hubo diferencias significativas, para esto se
cuenta con un nivel de confianza del 95.0%.
Ademas se determiné que la cantidad de
proteina resultante para el yogurt con sabila
es superior a la cantidad mencionada por la
Norma Técnica colombiana 805, cuyo valor
es de 2,6%. En la evaluacién sensorial se
encontr6 que el yogurt de sabila preferido
por los consumidores en fue el elaborado
con el 5% de gel de sabila (80%), sobre el
yogurt de 10% de gel de sabila (40%) y el de
15% de gel de sabila (55%). Los resultados
obtenidos del anélisis microbiolégico con
respecto a los coliformes se encuentran
dentro de los parametros establecidos por
la norma técnica colombiana NTC 805, asi
mismo los recuentos de hongos y levaduras
se encuentran en el indice permisible; para
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identificar nivel de buena calidad, lo cual lo hace apto para consumo humano.
PALABRAS CLAVE: proteina, sensorial, aceptacion, fermentacion, leche.

EVALUATION OF THE EFFECT OF THE ADDITION OF ALOE GEL (Aloe
barbadensis miller) ON THE CHARACTERISTICS OF YOGURT
ABSTRACT: Yogurt, as a milk derivative, is increasingly gaining interest in the food industry,
leading to a search for new plant sources with high nutrient content to add and provide health
benefits to consumers that positively influence our bodies. The objective of this research is to
evaluate the behavior in the yogurt production process by adding aloe vera (Aloe Barbadensis
Miller). To achieve this objective, a proximal analysis was conducted (protein, fats, minerals),
as well as a sensory analysis with a preference test. The obtained results were analyzed using
variance analysis with Statgraphics Centurion XVI software. It was observed that there is no
significant difference in protein, fat, and acidity parameters between the two yogurts. Regarding
the protein, fat, and acidity contents for the different treatments, there were no significant
differences, with a confidence level of 95.0%. Additionally, it was determined that the protein
content in the aloe vera yogurt is higher than the value mentioned in the Colombian Technical
Standard 805, which is 2.6%. Regarding the sensory evaluation, it was found that consumers
preferred the aloe vera yogurt made with 5% aloe gel (80%) over the ones with 10% aloe
gel (40%) and 15% aloe gel (55%). The results of the microbiological analysis, specifically
concerning coliforms, meet the parameters established by the Colombian Technical Standard
NTC 805, and the counts of fungi and yeasts are within the permissible range, indicating good

quality and making it suitable for human consumption.
KEYWORDS: protein, sensory, acceptance, fermentation, milk.

11 INTRODUCCION

El yogurt es considerado un alimento fundamental para la salud, debido que es un
producto del grupo probibtico, los cuales contienen varias colonias de Microorganismos
vivos que influyen positivamente en nuestro organismo. La palabra probiético significa
“por la vida”. Los probiodticos son alimentos con microorganismos vivos adicionados que
permanecen activos en el intestino que al administrarse en cantidades adecuadas confieren
un beneficio a la salud. (Spreer, 2003). Ademas, es un excelente antialérgico: al depurar
los intestinos, reduce o desaparece las alergias provocadas por un organismo intoxicado.
Su alto contenido en calcio y proteinas de alta calidad, vitaminas e hidratos de carbono,
restaura enormemente las defensas del organismo (Beltran, 2009).

Segun la NTC 805 hay varios tipos de yogurt como consecuencia a su proceso
de elaboracién como afanado, batido y liquido, de acuerdo con el contenido de materia
grasa como entera, parcialmente descremada y descremada, segin se le adicione o no
edulcorante las leches fermentadas pueden ser: Sin dulce o con dulce.

Debido a sus caracteristicas y propiedades, el yogurt se ha convertido en uno
de los alimentos lacteos mas apetecidos del mundo gracias a la variedad de sabores y
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presentaciones que existen en el mercado adquiriendo mayor importancia en la alimentacion
actual, especialmente en la industria de productos lacteos fermentados. El yogurt como
derivado lacteo va en aumento del interés de la industria de alimentos requiriéndose
encontrar con nuevas fuentes vegetales con un alto contenido de nutrientes para adicionar
y aportar beneficios para la salud de los consumidores. La sabila como recurso natural
que se encuentra localizado en varios departamentos: Atlantico, Antioquia, Cundinamarca,
Guajira, Magdalena, Tolima, Santander, Valle del Cauca y la Region Cafetera no es
aprovechado a pesar de ser una buena fuente de caracteristicas nutricionales tales como
aminoacidos, vitaminas, enzimas y minerales (Garcia, 2009).

Actualmente la tecnologia de elaboracion de yogurt esta al alcance de todo el mundo
y se produce en forma industrial o artesanal, es un alimento de origen biologico, que se
obtiene de la fermentacion lactica acida de la leche, debida al Lactobacillus bulgaricusy el
Streptococcus thermophillus. Dentro de sus propiedades se encuentran: Estabilizar la flora
intestinal, favorecer la absorcidn de las grasas, combatir enfermedades gastrointestinales,
facilitar la asimilacion de nutrientes, disminuir el colesterol y reducir los efectos negativos
de los antibi6ticos (Rosales, 2006).

En Colombia ha aumentado el interés de la industria de alimentos en encontrar
nuevas fuentes vegetales con un alto contenido de nutrientes, para adicionar a sus
productos y aportar beneficios para la salud de los consumidores. (Trejo, 2014). Una
alternativa a lo anterior la elaboracién de yogurt con adicione de sabila (Aloe barbadensis
miller), un producto preparado a partir de la leche al cual se le adiciona gel de aloe;
Investigaciones cientificas realizadas sobre la composicién y las propiedades del Aloe vera,
demuestran que posee caracteristicas y propiedades especificas y beneficiosas para la
salud y nutricibn humana, considerado como materia prima o ingrediente principal en la
elaboracién de alimentos. Consecuentemente, el Aloe vera se convierte en una excelente
fuente de productos quimicos nutricionales para el desarrollo y comercializacion de nuevos
productos.

Con la realizacion del yogurt con sabila se pretende brindarles a los consumidores
un alimento natural, saludable e innovador; cumpliendo con las normas sanitarias e higiene
indispensable para la produccion de un alimento de calidad; asi mismo teniendo como
objetivo evaluar las propiedades bromatologicas (acidez, porcentaje de extracto seco,
grasa, densidad, proteina, pH, cenizas, viscosidad y microbiol6gico) y sensoriales del yogurt,
adicionando las diferentes concentraciones (5%,10% y 15%) de gel de sabila, elaborando
asi un alimento innovador en el sector lacteo colombiano (Navaja, Supelano,2014).

21 MATERIALES Y METODOS

Para la elaboracion del yogurt con sébila (Aloe vera barbadensis Miller.) adicionado
con tres (3) concentraciones de gel Aloe 5%, 10% y 15%. Se llevaron a cabo las siguientes
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etapas:

Recepcion de la materia prima. Se emple6 leche entera, se realizaron pruebas de
recepcion y controlar la calidad de la misma (Analisis organoléptico: olor y color, Acidez por
titulacion, Densidad y Prueba de alcohol).

Pasteurizacion: la leche se pasteurizé a una temperatura de 85° C durante un
periodo de 5 minutos, con el objetivo de destruir los microorganismos perjudiciales, sin
afectar las cualidades sensoriales y nutritivas de la leche.

Enfriamiento: posteriormente fue enfriada a una temperatura aproximada de 43°C,
con la ayuda de un bafio de maria con agua fria.

Inoculacion: Para la inoculacion se utilizé cultivo comercial liofilizado YO-MIX
Danisco ® con adicion directa.

Incubacion: |a leche inoculada se conservé a una temperatura promedio de 42°C
durante 6 horas, se agito el producto cuando obtuvo un coagulo medianamente firme y un
pH de 4,8.

Elaboracion y preparacion del gel de sabila. Para las etapas de adecuacion y
preparacion del gel se tuvieron en cuenta las metodologias descritas por Cullanco (2014).
La penca de la sabila se adquirié en un supermercado local, luego se realiza un lavado con
agua y desinfeccion con una solucién de hipoclorito de sodio al 0.1% durante 30 segundos,
posteriormente se enjuagd; seguidamente se secaron y cortaron en la base de la penca
para eliminar el contenido de aloina de la misma. Se retiraron las capas exteriores que
visten la hoja de sabila y se extrajo el gel, el cual fue enjuagado varias veces con agua
y empacado en bolsas herméticas, posteriormente conservados en refrigeracion a una
temperatura inferior a 5° C (figura 1y 2).

A cada tratamiento se adiciono el gel de sabila en sus diferentes concentraciones
(5%,10%,15%).

Figura 1

Preparacién del gel
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Figura 2

Extraccion del gel de aloe

Envasado y refrigeracion. Se verti6 el yogur en recipientes de plastico (200 ml).
Los envases se esterilizaron previamente en agua caliente por un tiempo de 5 minutos,
luego se refrigero el producto entre 2- 5°C.

Al momento de tener el producto terminado, se evaluaron los siguientes parametros
fisicoquimicos: acidez, solidos solubles totales (°Brix), solidos no grasos, grasa, densidad,
proteina, pH, cenizas. Se realizaron también analisis microbioldgicos y sensoriales para
determinar el grado de aceptabilidad del yogurt con sébila.

Cenizas (Método Gravimétrico). se introdujo un crisol limpio y seco en una mufla a
550°C por 1hora; después de este tiempo, la muestra fue llevada a un desecador hasta que
disminuya su temperatura. Luego se peso el crisol en una balanza analitica y se registro
como (C1), seguidamente se pesd 5g del yogurt y se registr6 como C2; finalmente se
coloco la muestra en un mechero para después introducirla a la mufla hasta alcanzar los
600°C y obtener unas cenizas grisaceas, después se enfrid la muestra en la desecadora,

para luego pesar y registrar como C3. Aplicando la siguiente ecuacion:

—-C1

3
7C2—C1x 100

% Ceniza =

Acidez (Método volumétrico). Para esta prueba se utilizaron 10g de yogurt, en un
Erlenmeyer, adicionandole 3 gotas de fenolftaleina. Se realiz6 una titulacién con hidréxido
de sodio (0,1N) previamente estandarizado, hasta que la solucién tomo un color rosado
ligero.

Densidad: Se vertié yogurt en una probeta a una temperatura de 20°C, luego se
introdujo el aerébmetro de modo que ocupara la parte central del liquido, se esper6 que se
estabilizara el aerémetro para luego leer la densidad.

pH (Potenciometro). Para realizar esta prueba se utilizé un potenciémetro, el cual
fue calibrado previamente con buffer pH= 4 y pH= 7. El valor se obtuvo introduciendo
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directamente el electrodo dentro de la muestra.

Porcentaje de extracto seco. Esta prueba consisti6 pesar los crisoles en una
balanza analitica registrandose como C1; teniendo el peso de los crisoles se procedio
a colocar de 10 gramos de cada muestra de yogurt en los crisoles registrandose como
C2. Luego se ubicaron en la estufa de desecacion en una temperatura de 110- 130°C
por 1 hora, después de este tiempo se retird los crisoles de la estufa se situaron en el
desecador para enfriarlos y pesarlos, registrandolo como C3. Para determinar el porcentaje

de extracto seco, se utiliza la siguiente ecuacion:

Cc3
%Extracto seco = ———x 100

Proteina (Método kjendahl). La realizacién de este método consto de tres partes:
digestion, destilacion y titulacion tomando un alicanto con indicador de toschiro, hasta pasar
del color verde al azul y gota a gota hasta el incoloro. Finalmente se realizd una experiencia
con un blanco que contenia todos los reactivos menos la muestra. La cantidad de proteina
se obtuvo mediante la siguiente formula:

(mL HCL gastado — mLde HCL blanco)N HCL x 1.4

0,
#oN peso de la muestra

0

Materia grasa (Método Soxhelt). Consistio en secar 5g de muestra en una estufa a
40°C por 5 horas después se cubrio la muestra con un papel filtro y se coloco en un dedal,
seguidamente se ubicaron los dedales en la unidad de extraccion. Luego se pes6 un matraz
de ebullicion y se agregd 150ml de éter de petroleo, se ensamblo el matraz de ebullicion,
el matraz de soxhelt y el condensador. Después de cierto tiempo se extrajo la grasa de la
muestra en el extractor de soxhlet a una velocidad de condensacién de 5 a 6 gotas por
segundo calentando el solvente en el matraz de ebullicion. Finalmente se dej6 secar el
matraz de ebullicion con la grasa extraida en un horno de secado por 100°C durante 30
minutos. se dej6 enfriar el matraz de ebullicidbn en un desecador para luego pesar el matraz
de ebullicion con el resto de la muestra. El porcentaje de grasa se calculd por medio de la
siguiente formula:

g matraz final — g matraz inicial

% Grasa = x 100
g de muestra

Analisis microbioldgico. A las muestras de yogurt se le realiz6 recuento de
coliformes totales y recuento de mohos y levaduras. Para ambos analisis se utiliz6 la
técnica “Pour Plate” o vertido en placa. Estas pruebas se realizaron cumpliendo como lo
exige la NTC 805 Productos lacteos leches fermentadas.

Evaluacion sensorial. Se realiz6 a través de un grupo de 20 panelistas no
entrenados, quienes evaluaron cuatro caracteristicas del yogur con séabila utilizando una
escala hedonica verbal de 5 grados de intensidad del parametro a evaluar. Siendo sabor,
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aroma, color y viscosidad las caracteristicas evaluadas. De igual modo se realizaron
pruebas de preferencia para determinar cual fue el tratamiento con mejor aceptacion entre
los panelistas.

Se realiz6 un andlisis estadistico con el software estadistico Statgraphics Centurion
XVI. Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) y un andlisis LDS (Pruebas de
Multiple Rangos) con un nivel del 95.0% de confianza.

31 RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis fisicoquimicos

De los pardametros analizados en el yogurt con sabila (Aloe vera barbadensis miller.)
se seleccionaron tres (porcentaje de grasa, contenido de proteina, y porcentaje de acidez),
para realizar una comparacién con los requisitos fisicoquimicos de la norma técnica

colombiana NTC 805 para productos lacteos leches fermentadas (Tabla 1,2 y 3).

PARAMETRO RESULTADO
YOGURT 5% NTC 805
Proteina 2.7% 2.6%
Ceniza 0.69% -
Grasa 2.8% 2.5%
pH 4.94 .
Acidez 0.7% AL 0,6 %AL
Porcentaje de extracto 18.11% -

AL: porcentaje de acido lactico

Tabla 1. Resultado del andlisis fisicoquimico del yogurt con sabila (Aloe Vera barbadensis miller) con
una concentracion del (5%) de gel de sabila.

PARAMETRO RESULTADO
YOGURT 10% NTC 805
Proteina 2.7% 2.6%
Ceniza 0.70% -
Grasa 2.9% 2.5%
Ph 4.98 -
Acidez 0.7% AL 0.6% AL
Porcentaje de extracto seco 18.12% -

AL: porcentaje de &cido lactico

Tabla 2. Resultado del andlisis fisicoquimico del yogurt con sabila (Aloe vera barbadensis miller) con
una concentracion del (10%) de gel de sabila.

Comparacion de los parametros acidez, grasa y proteina en el yogurt con sabila con
la NTC 805 en una concentracion de 10% de gel de séabila.
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RESULTADO

PARAMETRO
YOGURT 15% NTC 805
Proteina 2.12% 2.6%
Ceniza 0.72% -
Grasa 3% 2.5%
pH 5.02 -
Acidez 0.6% AL 0.6% AL
Porcentaje de extracto seco 18.13% -

AL: acido lactico

Tabla 3. Resultado del anlisis fisicoquimico del yogurt con sabila (Aloe Vera Barbadensis miller) con
una concentracion del (15%) de gel de sabila.

Realizando la comparacion con la norma 805 y los resultados obtenidos en el
laboratorio nos damos cuenta que para las concentraciones de 5 y 10% de séabila (Aloe
vera barbadensis miller) no hubo diferencias significativas en cuanto a los tres parametros
(proteina, grasa y acidez) seleccionados con un nivel de confianza del 95.0%.

A diferencia del yogurt con una concentracion del 15%, realizando la comparacion
nos damos cuenta que la concentracién de proteinas en el yogurt y el enriquecimiento de
la misma con gel de sabila, dieron lugar a porcentaje mayor de proteina en el producto.
La cantidad de proteina resultante para el yogurt con sabila es superior a la cantidad
mencionada por la Norma Técnica colombiana 805, cuyo valor es de 2,6%.

Analisis microbiolégico

REPORTE (UFC/g)
REQUISITOS Yogurt al 5% Yogurt al 10% de adicion Yogurt al 15% de
adicién de gel de gel adicion de gel

Recuento de coliformes . . .
totales Negativo Negativo Negativo

Recuento de coliformes . . .
fecales Negativo Negativo Negativo
Recuento de mohos y Negativo Negativo Negativo

levaduras

UFC: unidades formadoras de colonias

Tabla 4. Resultado del andlisis microbiol6gico del yogurt con sabila (Aloe vera barbadensis miller.)

Respecto a cada uno de los indices que la norma establece, el resultado es negativo,
esto quiere decir que no hay presencia de microorganismos patégenos que puedan causar
algun tipo de intoxicacién alimentaria, de donde se deriva que el producto es inocuo y apto
para el consumo de la poblacion objetivo.
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Analisis sensorial

COLOR
Fuente C?Jl;?;ggs Gl Cﬁggﬁ:’o Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,433333 2 0,216667 0,31 0,7327
Intra grupos 39,5 57 0,692982
Total 39,9333 59
VISCOSIDAD
Fuente ci‘;?;gg s Gl Clllv?g;iaodo Razén-F Valor-P
Entre grupos 0,433333 2 0,216667 0,28 0,7539
Intra grupos 43,5 57 0,763158
Total 43,9333 59
SABOR
Fuente cruma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,3 2 0,15 0,27 0,7623
Intra grupos 31,35 57 0,55
Total 31,65 59

Tabla 5. Resultados de ANOVA para atributos sensoriales

El producto elaborado para que tenga una buena aceptabilidad debe cumplir con una
serie de caracteristicas de calidad e inocuidad, que impresione facilmente a los sentidos de
la vista, gusto y olfato de las personas que la consumen para dar un resultado satisfactorio.
Se utilizé para la degustacion tres muestras de yogurt con diferentes concentraciones (5%,
10% y 15%) de aloe vera.

Las caracteristicas de color, viscosidad y sabor no fueron diferenciadas entre las
concentraciones (5,10 y 15%), lo cual indica que estas variables no influyeron sobre la
preferencia de los consumidores.

A partir de la prueba de preferencia y los resultados obtenidos de las caracteristicas
sensoriales (color, viscosidad y sabor) se determind que el yogurt con sabila a una
concentracion del 5%, fue el preferido por los consumidores

41 CONCLUSION

De acuerdo con los resultados fisicoquimicos de proteina, grasa y acidez realizadas
en el laboratorio y comparados con la NTC 805 no existe diferencia significativa entre estas,
sin embargo el yogurt con un 15% de gel de sabila tiene un mayor porcentaje de proteina
en comparacion con lo establecido en NTC 805.

El'yogurt de sabila (Aloe Vera Barbadensis miller.) en sus diferentes concentraciones
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5%, 10% y 15% de gel de sabila cumple con lo establecido en la norma NTC 805.

Los consumidores del yogurt con séabila, no encontraron diferencia en ninguna de las
concentraciones con respecto a sabor, color y viscosidad.

El Yogurt con concentracion de sabila (Aloe Vera Barbadensis miller) del 5% fue el
preferido por los consumidores

Los analisis microbioldgicos realizados en el yogurt con sébila evidencian que este
cumple con los requisitos de la norma NTC 805 para leches fermentadas.
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RESUMEN: Los antioxidantes ayudan a
preservar los sistemas biologicos sujetos
al estrés oxidativo como consecuencia
de su metabolismo y a la exposicion al
oxigeno; aunque muchos antioxidantes
son sintetizados por el organismo humano,
también deben de ingerirse antioxidantes
en la dieta para poder mantener el equilibrio
entre las especies oxidantes generadas
y la capacidad del sistema bioldgico para
neutralizarlas. Los principales antioxidantes
exdgenos son las vitaminas C y E asi
como compuestos polifenolicos ingeridos
principalmente en alimentos de origen
vegetal.

Data de aceite: 02/10/2023

INTRODUCCION

Los antioxidantes exdgenos se
oxidan al neutralizar especies reactivas
como los radicales libres, por ello deben
reponerse  continuamente para no
depletarse; los compuestos antioxidantes
ingresan al organismo humano mediante la
ingestion de alimentos que los contienen.
Los antioxidantes  exdégenos  mas
conocidos son: la vitamina C, la vitamina E
(a-tocoferol), la vitamina Ay el B-caroteno.

La vitamina C también se conoce
como &cido ascérbico, se localiza en el
citosol y en los fluidos extracelulares y
tiene la capacidad de aceptar electrones
y reaccionar directamente con el anion
superodxido, el radical hidroxilo y algunos
hidroperoxidos lipidicos, ademas de actuar
sobre el tocoferoxilo para transformarlo
en vitamina E.; asimismo, destruye
eficazmente las nitrosaminas a través
de procesos radicalarios y se le atribuye
un efecto anticarcindgeno frente al humo
del tabaco y de inhibicion de la invasion

tumoral. Sin embargo, el ascorbato puede
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llegar a ser un potente prooxidante cuando se encuentran presente en concentraciones
excesivas de iones hierro y cobre.

Por su parte, lavitamina Ase encuentra en las membranas e impide la lipoperoxidacion
al reaccionar con el oxigeno singlete ('0,) y el radical hidroxilo (-OH); en cambio, la vitamina
E se localiza en las membranas biolégicas y su principal funcion es evitar la propagacion de
la peroxidacion de lipidos. La isoforma més abundante de la vitamina E es el a-tocoferol que
se caracteriza por presentar en su estructura un grupo hidroxilo cuyo atomo de hidrégeno
puede removerse facilmente; los radicales peroxilo formados durante la lipoperoxidacion
tienen una mayor afinidad por el a-tocoferol que por las cadenas de los acidos grasos
adyacentes, la reaccion convierte al a-tocoferol en un radical que es poco activo e incapaz
de reaccionar con otros acidos grasos, y de esta manera detiene la cadena de reacciones
de la lipoperoxidacion; aqui interviene la vitamina C para reestablecer la forma antioxidante
de la vitamina E y para neutralizar los radicales superoxidos, hidroxilo y perhidroxilo.

El B-caroteno actla directamente como atrapador del oxigeno simple y de
lipoperoxidos, también puede ser transformado a vitamina A en el intestino humano y
ademas puede neutralizar al oxigeno singlete; tanto el B-caroteno como la vitamina A son
antioxidantes solubles en lipidos y tienen la posibilidad de unirse a las diferentes especies
reactivas de oxigeno; el 3-caroteno se ubica en el interior de las membranas, o en las

lipoproteinas del citoplasma.

ANTIOXIDANTES NATURALES

En los ultimos afos, el uso de antioxidantes naturales se ha promovido y la
investigacion sobre antioxidantes naturales se ha centrado principalmente en compuestos
fendlicos, en particular, los flavonoides; los compuestos fendlicos son agentes reductores
y su potencial relacionado con la salud, le ha atribuido a su capacidad antioxidante,
propiedades de gran alcance que pueden proteger al organismo de las reacciones de
oxidacion causados por radicales libres.

Los polifenoles son compuestos quimicos que se encuentran ampliamente
distribuidos en las frutas y vegetales; originan una de las clases mas importantes de
metabolitos secundarios en plantas, en su mayoria derivados de la fenilalanina y en
menor cantidad de la tirosina; los compuestos fendlicos estan relacionados con la calidad
sensorial de los alimentos de origen vegetal, fresco y procesado. Se ha demostrado que los
polifenoles dietéticos juegan un papel importante en la salud humana previenen o retrasan
enfermedades cronicas, como el cancer, enfermedades cardiovasculares, inflamacion
crénica y muchas enfermedades degenerativas

Los fenoles son compuestos aromaticos que se caracterizan por tener uno o varios
grupos hidroxilo unidos directamente al anillo aromatico, el comportamiento antioxidante
esta relacionado con su capacidad para quelar metales, ya sea manteniendo su actividad
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catalitica o reduciéndolos. Los compuestos fenélicos son uno de los grupos de metabolitos
secundarios més ubicuos que se encuentran en el reino vegetal y son sintetizados por
tres vias biosintéticas diferentes: la via del acido shikimico que produce los derivados de
fenilpropanoides (C6-C3), la via del acetato-malonato o policétido, que produce propanoides
fenilo de cadena lateral, incluidos los flavonoides (C6-C3-C6) y algunas quinonas; la via del
acido mevalonico genera los compuestos terpénicos mediante hidrogenacion.

Los compuestos polifendlicos constituyen un grupo diverso de moléculas que
exhiben capacidad antioxidante, entre estas se encuentran los fenoles acidos y los
flavonoides; los primeros, los fenoles &cidos, se caracterizan por contener un solo anillo
aromético y son ejemplos de éstos el acido cinamico y el acido galico; los tres grupos mas
importantes en los que se divide los compuestos fendlicos son: polifenoles, acidos fenolicos
y flavonoides. Sin embargo, existe, una amplia variedad de derivados fendlicos incluyendo
fenoles simples, fenilpropanoides, derivados del acido benzoico, taninos (hidrolizables y
condensados), lignanos, y estilbenos

Numerosos estudios han avalado las propiedades biologicas de los polifenoles,
estos efectos son fundamentalmente consecuencia de sus propiedades antioxidantes,
pueden actuar como antimicrobianos y antimutagénicos, inhiben in vitro la oxidacion
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) relacionadas con enfermedades coronarias y
protegen al ADN del dafio oxidativo, también inhiben la agregacién plaquetaria y presentan
efectos antiinflamatorios; se ha descrito que poseen actividad anti-tumoral, actuando
como inhibidores de procesos celulares cancerigenos, actividad anti-VIH y actian como
protectores frente a la peroxidacion lipidica en los glébulos rojos, igualmente algunos
fenoles presentan actividad vasodilatadora y vasoprotectora, asi como sus acciones
antitrombéticas, antilipémicas, antiateroscleroéticas y antiapoptoticas

LOS FLAVONOIDES, UN GRUPO ESPECIAL DE POLIFENOLES

Los flavonoides son moléculas con un esqueleto comuan de difenilpirano (C6-C3-C6’),
constituido por un anillo bencénico fusionado a un pirano y con un fenilo como ramificacion
(Figura 1); el anillo de benceno fusionado se denomina anillo Ay se biosintetiza en plantas
a través de la ruta de los poliacetatos, mientras que el anillo de benceno ramificado se
nombra como anillo B y junto con la unidad C3 proceden de la ruta del acido shikimico; este
anillo esta hidroxilado en sus grupos bencenos y, en consecuencias, se clasifican como
compuestos polifendlicos.
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Figura 1. Representacion estructural quimica general de un flavonoide.

Por su estructura y por el color que presentan, los flavonoides se clasifican en

antocianinas (pigmentos de color rojo, azul y morado) y en antoxantinas (sustancias

incoloras o amarillas) y se subdividen en cinco grupos: flavonoles, flavonas, flavanonas,

flavanoles e isoflavonas (Figura 2); dependerd de caracteristicas particulares de la

estructura quimica para asignarlos en un determinado grupo, principalmente si presenta la

insaturacion el anillo de pirano y la posicion del fenilo como ramificacion. (Tabla 1), también

se diferencian entre si por las sustituciones que presentan (grupos alquilos, glucosidos,

acilos, entre otros).

Nombre Descripcion Ejemplos
Antocianidinas Tiene un grupo —OH unido en posicion 3, pero Cianidina, delfinidina,
ademas poseen un doble enlace entre los pelargonidina, peonidina,
carbonos 3y 4 del anillo C. malvidina.
Flavanol Con un grupo —OH en posicion 3 del anillo C. Catequina, epicatequina,
epigalocatequina
a Flavona Posee un grupo carbonilo en posicion 4 del Diosmetina, tangeritina,
£ anillo C y poseen un doble enlace entre los luteolina, apigenina.
S carbonos 2 y 3 del anillo C.
x
g Flavonoles Grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo —OH Quercetina, kaenferol,
< en posicién 3 del anillo C. rutina.
Flavanona Posee un grupo carbonilo en la posicion 4 del Narangina, hesperidina,
anillo C. eriodictiol.
Isoflavonas Tienen el anillo B en la posiciéon 3 del anillo C. Genisteina, daidzeina,
orobol.

Tabla 1. Clasificacion estructural de los flavonoides.

Avances cientificos y tecnolégicos en ciencias agricolas

Capitulo 7

96



I M oM “ oM
9 o
Flavanona
Flavonal Flavanol
o. |
. o’
~ D s 2 | Il . - Ry =
A NN T
L 0 L J FSF Ton
N ~

4 Antocianidina

Flavona Isoflavona

Figura 2. Representacion estructural quimica de las principales clases de flavonoides.

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos
hidroxilo y pueden unirse a polimeros biolégicos como son las enzimas, los transportadores
de hormonas y el ADN; tambien pueden quelar iones metalicos transitorios (Fe?*, Cu?*
Zn?+), catalizar el transporte de electrones y depurar radicales libres de hecho poseen una
mayor capacidad antioxidante que los acidos fendélicos contra los radicales peroxidos. Los
flavonoides se encuentran en numerosos frutos, plantas y semillas de diferentes especies,
el valor medio de la ingesta de flavonoides es de 20 mg al dia y el principal flavonoide
consumido es la quercetina que se encuentra principalmente en el té (Camellia sinensis)

ACIDOS FENOLICOS Y TANINOS.

Los acidos fendlicos son compuestos importantes encontrados en los alimentos
pues cerca del 33% de los fenoles dietarios pertenecen a este grupo; se dividen en
dos tipos de fenoles acidos: derivados del acido hidroxibenzoico y derivados del acido
hidroxicinamico (Figura 3), los acidos hidroxibenzoicos se caracterizan porque tienen en
comun la estructura C6-C1 e incluyen los acidos galico, p- hidroxibenzoico, protocatéquico,
vanilico y siringico; el té negro y el vino tinto representan una fuente rica de acido galico.
Sin embargo, los monohidroxibenzoatos son efectivos para neutralizar radicales hidroxilo.

Por otro lado, los acidos hidroxicinamicos son compuestos aromaticos con una
cadena lateral de tres carbonos (C6-C3), los mas comunes son los acidos cafeico,
ferdlico p-cumarico, y sinapico; la presencia de un doble enlace carbono carbono entre el
anillo bencénico y el grupo carboxilo ejerce una accion potenciadora de las propiedades
reductoras del grupo *OH.
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Figura 3. Representacion estructural quimica de acidos hidroxibenzoicos (galico y protocatéquico) e
hidroxicinamicos (p-cumarico, cafeico, fertlico y sinapico).

Existe una gran variedad de fenoles acidos distribuidos en productos de origen
vegetal como la curcumina, presente en el curry y la mostaza y otros fenoles acidos como el
acido cafeico, ferulico y clorogénico que estan presentes en frutas, semillas de café y soya.

Muchos flavonoides se polimerizan en las plantas o como resultado del procesado
de los alimentos; los polimeros resultantes se conocen como taninos, responsables de
precipitar algunas proteinas y alcaloides para convertir la piel del animal en cuero. Los
taninos representan un grupo de moléculas polifenolicas solubles en agua y ocupan el
tercer lugar de importancia entre los compuestos fendlicos y se agrupan en dos categorias
segun su propiedad quimica frente a acidos (hidrolizables y no hidrolizables, tambien
llamados condensados).

Los taninos hidrolizables contienen un nucleo central de alcohol polihidrico, tal como
la glucosa, y los grupos hidroxilo estan esterificados, ya sea parcial o totalmente por el &cido
galico (galotaninos) o acido hexahidroxidifénico (elagitaninos); los taninos condensados
son principalmente los productos polimerizados de flavan-3-oles y flavan-3,4-dioles o una
mezcla de los dos y estructuralmente son mas complejos que los taninos hidrolizables. EI
estudio de la actividad antioxidante de taninos condensados in vitro e in vivo, demuestran
que son secuestradores efectivos de radicales libres, los cuales inhiben la oxidacion de
tejidos mejor que la vitamina C, vitamina E y B-caroteno.

ESTILBENOS Y LIGNINAS

Los estilbenos tienen una estructura C6-C2-C6 y son fitoalexinas, una clase de
compuestos antimicrobianos producida como una parte del sistema de defensa en las
plantas contra la enfermedad, el principal representante es el resveratrol que existe tanto
en las formas cis y trans principalmente en uvas y cacahuates. Por su parte, los lignanos
son sustancias producidas por dimerizacion oxidativa de dos unidades de fenilpropano.
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A MANERA DE CONCLUSION

Los polifenoles son un grupo de metabolitos secundarios de importancia biol6gica
como antioxidantes exdgenos que son utiles en la prevencién o mejoramiento del estado
de salud en pacientes con enfermedades crénico degenerativas como el cancer, la diabetes
y otros males derivados del estrés oxidativo; sus fuentes naturales son principalmente las
frutas y verduras y por ello deben ingerirse habitualmente con el fin de mejorar la salud de

sus consumidores.
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RESUMO: O consumo excessivo de agUcar
€ um problema de saude publica e assim, ha
um acordo nacional para a reducao deste
ingrediente no biscoito. O agucar confere
sabor e aroma, impacta no volume, textura,
umidade, cor e no processo fermentativo do
produto. O objetivo deste estudo foi avaliar
o impacto na dureza, cor, volume aparente,
volume especifico e fator de expanséo de
substitutos de agUcar de diferentes classes
(polidextrose, enzima, eritritol, taumatina,
aroma T-sweet) em biscoito tipo cookie.
Um delineamento fatorial fracionado com
cinco fatores foi aplicado obtendo-se
17 formulagdes de cookie. Ainda, uma
formulag@o controle (redugéo de 30% de
sacarose) e uma formulagéo padréo que se
assemelha as formulagdes comerciais foram
usadas. Foi utilizada a técnica de curvas
de superficie de respostas para entender
0 impacto da substituicdo de sacarose
bem como a interacdo dos substitutos
avaliados. As interacbes estatisticamente
mais adequadas indicam formulagdes com
as maiores concentragcdes de polidextrose
e contendo taumatina. As formulagdes
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que apresentaram comportamento semelhante ao controle sdo trés: a que incluiu somente
taumatina (2), a que conteve taumatina, T-sweet e eritritol (6) e a com todos os substitutos de
sacarose testados (16). Os tratamentos com polidextrose (9) e com taumatina, polidextrose e
eritritol (10), sdo os mais préximos do padréo. Taumatina e polidextrose foram os ingredientes
promissores para a substituicdo de sacarose pois ndo desencadearam perdas tecnologicas
significativas no biscoito tipo cookie em funcao da reducao de sacarose.
PALAVRAS-CHAVE: Acucar. Cor. Textura. Volume. Biscoito.

IMPACT OF DIFFERENT SUGAR SUBSTITUTES ON TECHNOLOGICAL
PARAMETERS OF COOKIE

ABSTRACT: Excessive consumption of sugar is a public health problem and therefore,
there is a national agreement to reduce this ingredient in biscuits. Sugar imparts flavor and
aroma, impacts volume, texture, moisture, color and the fermentation process of the product.
The aim of this study was to evaluate the impact on hardness, color, apparent volume,
specific volume and expansion factor of sugar substitutes of different classes (polydextrose,
enzyme, erythritol, thaumatin, T-sweet aroma) in cookie type biscuits. A fractional factorial
design with five factors was applied, obtaining 17 cookie formulations. Furthermore, a control
formulation (30% sucrose reduction) and a standard formulation that resembled commercial
formulations were used. The response surface curves technique was used to understand the
impact of sucrose replacement as well as the interaction of the evaluated substitutes. The
statistically more adequate interactions indicate formulations with the highest concentrations
of polydextrose and containing thaumatin. There are three formulations that showed behavior
similar to the control: the one that included only thaumatin (2), the one that contained thaumatin,
T-sweet and erythritol (6) and the one with all sucrose substitutes tested (16). Treatments
with polydextrose (9) and with thaumatin, polydextrose and erythritol (10) are closest to the
standard. Thaumatin and polydextrose were the promising ingredients for replacing sucrose,
as they did not trigger significant technological losses in the cookie type biscuit due to the
reduction of sucrose.

KEYWORDS: Sugar. Color. Texture. Volume. Biscuit.

11 INTRODUGAO

A maior participagdo de alimentos industrializados ricos em acgUcares e gorduras
€ uma consequéncia da evolucdo do padrdo alimentar observado nas ultimas décadas
(GOMES; SANTOS; FREITAS, 2010). Neste contexto, a industria de alimentos busca
alternativas para a sua redugéo, ja que a populagédo se preocupa com 0 CONSuUmMo excessivo
desses ingredientes (AMSTALDEN; STEEL, 2019).

Os brasileiros consomem 1,5 vezes a mais de agucar do que o recomendado pela
Organizagado Mundial da Saude (OMS), ou seja, o consumo diario de agucar dos brasileiros
equivale a 18 colheres de cha (medida caseira). Deste montante, 64% € oriundo de acUcar
adicionado aos alimentos e o restante € proveniente de alimentos industrializados (OCCHI,
2018).
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O consumo excessivo desencadeia aumento de Doencas Crbnicas Nao
Transmissiveis (DCNT) como obesidade e diabetes. No Brasil, as DCNT respondem por
mais de 70% das causas de mortes (ABESO, 2018; OCCHlI, 2018).

Neste contexto, um acordo nacional foi firmado para reduzir o agiucar em alimentos
industrializados, dentre os quais: bebidas acgucaradas; biscoitos, bolos e misturas,
achocolatados e produtos lacteos (FLOR; CAMPOS 2017; IBGE, 2014). Este acordo
com o Ministério da Saude foi assinado pela ABIA (Associacao Brasileira das IndUstrias
da Alimentacédo); ABIMAPI (Associacdo Brasileira da Industria de Biscoitos, Massas
Alimenticias e Pées & Bolos Industrializados), ABIR (Associagéo Brasileira das Industrias
de Refrigerantes e Bebidas Nao Alcodlicas) e Viva Lacteos (Associacao da Industria de
Lacteos). Ao todo, fazem parte do acordo 68 indUstrias, que representam 87% do mercado
de alimentos e bebidas do pais (OCCHI, 2018; DUAS RODAS, 2018).

O biscoito tem no aglcar um ingrediente de grande impacto tecnologico (SAHIN
et al., 2019), confere sabor e aroma, impacta no volume, textura, umidade, cor € no
processo fermentativo, e também na aceitagéo sensorial do produto (DI MONACO et
al., 2018). Assim, a reducéo gera desafios tecnolégicos para a industria, e também um
nicho de mercado preocupado com a nutricdo e saude, estimulando o desenvolvimento de
pesquisas relacionadas a redugéo e/ou substituicdo de sacarose (LUO et al., 2019; SAHIN
et al., 2019).

A reducéo do teor de agucar em produtos processados tem sido considerada uma
das estratégias mais eficientes para diminuir a ingestdo de agucar, e vem apresentando
éxito quando aliada ao estudo do perfil conceitual (OLIVEIRA et al., 2015). O Brasil é o
quarto maior vendedor mundial de biscoitos em toneladas e o consumo per capita de
biscoitos, no pais, no ano de 2020 foi de 7.211 kg/brasileiro/ano (ABIMAPI, 2021). O Brasil
€ a quinta populacdo que mais consome biscoitos no mundo. Os biscoitos tipo cookie
sdo consumidos, sobretudo, por aqueles que buscam melhorias na qualidade da dieta
(ARANHA et al., 2017).

As abordagens utilizadas na redugéo de acucar, estéo relacionadas a diminuicéo da
concentragdo deste ingrediente nas formulagdes alimenticias (DI MONACO et al., 2018)
fazendo uso de ingredientes capazes de ativar os receptores de sabor doce (JANG et al.,
2021), carboidratos complexos (polidextrose) (KOCER et al., 2007), e compostos quimicos
nao nutritivos naturais e nao naturais (KOIZUME et al., 2015; LEE et al., 2021; MASUADA;
KITATAKE, 2006; WAKSMONSKI; KOPPEL, 2016). Ainda, uma abordagem néo relacionada
diretamente com a reducao da quantidade de agucar nas formulagdes de biscoito faz uso
da adicdo de aromas (Bl et al., 2021; BUETTNERA; BEAUCHAMPB, 2010, DUAS RODAS,
2021).

Estudos abordando mais do que dois ingredientes de classes diferentes de
substitutos séo pouco explorados. De fato, sabe-se que ingredientes de diferentes classes

na mesma matriz alimenticia podem reduzir perdas tecnoldgicas inerentes a redugéo de
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sacarose (POURMOHAMMADI et al., 2017). At¢é o momento ndo se tem conhecimento
de um ingrediente com tantas fungbes tecnoldgicas e eficiéncia para o uso em produtos
panificados como a sacarose (LUO et al., 2019; SAHIN et al., 2019).

Assim, o objetivo deste trabalho foi elaborar diferentes formulagdes substituindo o
agucar por aroma (T-sweet Duas Rodas), taumatina (GreenSugar T Prozyn), carboidrato
obtido por tecnologia enzimatica (GreenSugar BK Prozyn), polidextrose e/ou eritritol em
formulagéo controle com redugao de 30% de aglcar. Adureza, cor, volume aparente, volume
especifico e fator de expansao dos biscoitos tipo cookie foram usados para entender o

efeito deste delineamento experimental.

21 MATERIAIS E METODOS

Para a preparacdo dos cookies foi utilizado farinha de trigo (Anaconda, Séo
Paulo, Brasil), agucar refinado (Alto Alegre, Presidente Prudente, Brasil), gordura vegetal
hidrogenada (COAMO, Campo Mouréo, Brasil), leite em p6 desnatado (Piracanjuba,
Goiania, Brasil), sal (Cisne, Rio de Janeiro, Brasil), hidrogenocarbonato de aménio (Kamilla,
Planalto, Brasil), todos ingredientes que foram adquiridos no comércio local. Alguns
ingredientes foram adquiridos por meio de compra on-line: bicarbonato de sédio (Qualipro
— Adicel, Belo Horizonte, Brasil), polidextrose (Adicel, Belo Horizonte, Brasil) e eritritol
(Adicel, Belo Horizonte, Brasil). Os ingredientes usados como substitutos do agucar foram
obtidos por doacgéo dos fabricantes, como a taumatina (GreenSugar T, Prozyn Biosolutions
for Life, Sdo Paulo, Brasil), o carboidrato obtido por tecnologia enzimatica (GreeSugar
BK, Prozyn Biosolutions for Life, Sdo Paulo, Brasil), e o aroma de acucar (T-sweet, Duas
Rodas, Jaragua do Sul, Brasil).

A formulagéo elencada para ser adotada como formulagdo padrao dos cookies foi
descrita por Laguna et al. (2013) com algumas modificagbes, como a adi¢cdo de 0,2% (em
relacdo a massa de sacarose) de aroma microencapsulado sabor baunilha (GranFlavor
Baunilha, Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil) e o triplo da quantidade de agua. Esta
escolha deve-se a utilizagdo de poucos ingredientes e similaridade com a formulagéao
utilizada nas industrias do Sudoeste paranaense. Para a formulagao padréo (P) foi proposto
30% de reducdo de sacarose e esta nomeada de formulagédo controle (C). A partir dela
com vistas a dimunuir ainda mais a quantidade de agucar foi realiazado um delineamento
fatorial fracionario do tipo 2<' com 5 fatores (ou variaveis) e 3 repeticdes do ponto centro
(PC), perfazendo 17 formulagdes.

O planejamento experimental teve cinco variaveis independentes: taumatina (X1),
enzima (X2), T-sweet (X3), polidextrose (X4) e eritritol (X5). Cada variavel representou
um possivel substituto de sacarose e foram avaliadas quanto aos principais parametros
tecnolégicos de impactos na qualidade dos cookies fabricados. Os cookies foram fabricados
em escala laboratorial conforme descrito por CATHARINA et al. (2021). A Tabela 1 traz
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as combinacdes dos ingredientes substitutos de aglcar empregadas em cada formulagéo
sugerido pelo delineamento experimental. Nessa tabela sédo utilizadas as variaveis
decodificadas, expressas em gramas de ingrediente aplicados em cada tratamento.

As variaveis foram interpretadas pelo software utilizado, com valores codificados,
variando de -1 a +1. O nivel -1 correspondeu a nao utilizar o referido ingrediente na
formulagéo, enquanto que o nivel +1 correspondeu ao uso maximo do ingrediente na
formulagéo, sendo o maximo recomendado pelo fabricante de cada ingrediente. A triplicata
de pontos centrais representa o uso de todas as variaveis no nivel codificado 0, equidistante
dos niveis -1 e +1, respeitando o principio da ortogonalidade. Logo, nos pontos centrais
encontram-se formulacdes com 50% do maximo possivel de ser utilizado de cada um dos
cinco ingredientes (X1, X2, X3, X4 e X5).

Os biscoitos foram avaliados quanto ao parametros tecnoldgicos relacionados a
dureza, cor, volume aparente, volume especifico e fator de expansdo (AVENA; RADA;
HOEBEL, 2008; DI MONACO et al.,, 2018). Os resultados obtidos nas analises dos
parametros tecnolégicos dos biscoitos tipo cookie foram verificados quanto ao modelo
matematico disponivel na versao de teste do software Statistica que melhor se ajustou aos
dados baseado no critério do coeficiente de determinacgéo (R®?), ou seja, o melhor ajuste é o
que porporciona R?mais proximo de um. Para que fosse possivel realizar afirmagdes quanto
a significancia, o modelo matematico (equacgéo) referente a cada parametro foi validado
previamente por grafico de Pareto ao nivel de confiangca de 95%, com coeficientes de
regressao e de determinacao aceitaveis. Entao foi possivel aplicar ANOVA para validacao
dos modelos, obtendo p-valor < 0,05 e R? suficienteme préximo de um. Dessa forma
sendo possivel afirmar se houve ou néo efeito significativo para cada um dos parametros
tecnologicos avaliados.

Formulagao? Taumatina BKs T-sweet” Polidextrose Eritritol
1 0 0 0 0 0,475
2 0,063 0 0 0 0
3 0 0,6 0 0 0
4 0,063 0,6 0 0 0,475
5 0 0 0,48 0 0
6 0,063 0 0,48 0 0,475
7 0 0,6 0,48 0 0,475
8 0,063 0,6 0,48 0 0
9 0 0 0 6,3 0

10 0,063 0 0 6,3 0,475
11 0 0,6 0 6,3 0,475
12 0,063 0,6 0 6,3 0
13 0 0 0,48 6,3 0,475
14 0,063 0 0,48 6,3 0
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15 0 0,6 0,48 6,3 0
16 0,063 0,6 0,48 6,3 0,475
17 (PC) 0,031 0,3 0,24 3,15 0,236

Nota: *Formulagéo controle: 100 g farinha de trigo; 20,62 g de agucar; 1,05 sal; 33 g de agua; 1,75 g de
leite em po; 0,35 g de bicarbonato de sodio; 0,20 g de hidrogenocarbonato de aménio e g de aroma de
baunilha. ¢ Carboidrato obtido por tecnologia enzimatica. ¥ Aroma.

Tabela 1 — Quantidades em gramas dos ingredientes substitutos de agucar utilizados na formulagao
controle de cookie conforme delineamento experimental.

Fonte: Adaptado de CATHARINA et al. (2021).

E para expressar a interacdo entre os fatores, aplicou-se a técnica de contorno
de superficie de resposta. A fim de elucidar o comportamento das diferentes formulagbes
frente ao controle e amostra padréo foi aplicado anélise dos componentes principais (ACP).
A anélise dos componentes principais foi feita com a versao trial do software XLSAT.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos parametros tecnolégicos das formulagdes estudadas a partir
do delineamento fatorial fracionario estdo apresentados na Tabela 2 com o valor médio
+ desvio padrao. Quanto a cor, o parametro luminosidade variou de 69,02 a 76,66. Sabe-
se que biscoitos com maior concentragdo de aclUcar apresentam coloragdo mais escura,
ou seja, valores de L menores, em fungdo da ocorréncia da reacdo de caramelizagdo do
aclcar e da reacdo Maillard (MORAES et al., 2010). Os valores de a* variaram de -0,12 a
4,95, sendo que a formulag¢édo padrao apresentou valor para a* (1,47) inferior ao observado
na formulagéo controle (4,95), mostrando que o padréo tende menos para o vermelho em
comparag¢ao com o controle.

Houve um predominio de cor vermelha nas seguintes formulagbes: somente
com taumatina (2), com taumatina, enzima e eritritol (4), com taumatina e eritritol 10) e
com taumatina, enzima, polidextrose e eritritol (12). Essa tendéncia de cor é esperada
principalmente nas bordas do biscoito tipo cookie (MORAES et al., 2010). O esperado
sd80 cookies com tendéncias de coloragdo amarela (PIETA, 2015). Os resultados para b*
variaram de 14,21 a 27,48, sendo que a taumatina agiu de forma significativa promovendo
0s maiores valores para este parametro (Tabela 2).

T-sweet e GreenSugar BK foram os ingredientes que influenciaram o parémetro
L, no sentido de reduzir esse valor, tendendo para cookies mais escuros. Acredita-
se que as melhores formulagbes em termos de luminosidade sdo as que apresentam
baixas concentracbes de T-sweet e altas concentragdes de GreenSugar BK (Figura 1A).
Eritritol afetou a*, promovendo valores mais elevados para este parametro. Para valores
ideais da coordenada a*, sugere-se o emprego de formula¢cdes que apresentam baixas
concentracOes de eritritol e baixas concentragcdes de T-sweet, também (Figura 1B). Para
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0 parametro b*, onde, no espectro as tonalidades variam de azul (-b*) a amarelo (+b*),

apontam-se como formulacgdes ideais as que apresentam alta concentracdo de taumatina

e baixa concentracdo de T-sweet (R? =

0,974) (Figura 1C). As formulagbes com essa

caracteristica, altas concentragdes de taumatina e baixas concentragdes de T-sweet séo 2,

4,10 e 12 (Tabela 2).

B Volume Vqu[rl_e Fator de
Formulagcées Dureza (N) L a* b* ap(z::sr;te e(scp;?.lgf!?)o expanséo
c 14,60 + 6,24 6%’%21 * 46?52* 22'7‘:‘,’%* 250062 27,50 500 13,23 +0,00
P 18,11 £2,39 710'2% = 1&‘&* 2%%‘; * 2741059 30,00 £500 1504 4,25
1 15,17 + 2,39 7%%* 16?37* 2%"7211 * 123:000 10,00+0,00 13,81x0,12
2 23,60 + 6,24 7%',21(%* 36?1711 28’713* 207059 17,50+500 11,050,10
3 26,04 +7,74 7:)',1272 * 06"‘54'—' 2%"%12 * 164047 17,50%500 16,04 +2,64
4 12,49 + 5,89 7‘(‘)'2‘})’-' 06733'—' 2‘(‘)"%%’-' 171£049 17,50 £500 11,250,10
5 11,79 + 4,55 7%"%17’-' - 8:8? * 2%'7‘(‘)‘;’-' 135£0,00 10,00 +0,00 1347 +1,38
6 21,81+6,38 7%’23 * 364,'581 22’%% *  263:001 2000000 1543237
7 19,10 7,02 7%’%%* - 8:82 * 2%',11%* 185071 1500577 18,33 0,00
8 11,35 £ 3,49 7%‘2‘?* 06(,)341 2‘3,212* 210£060 17,50£500 11,85+ 1,43
9 9,84 +2,83 7‘(‘)"1;; * Oé?goi 2%‘% *  348:063 27,50 +500 1543 2,37
10 22,17 +3,49 7‘2')',?3’-' 06"‘87'—' 2%',5117’-' 3,05+0,70 2500 £577 12,43 1,66
11 21,29 + 2,96 7‘(‘)"%21 * 06?34'—' 2‘(‘)"23%’-' 255+0,54 22,50 500 19,00 +0,38
12 16,63 6,69 7‘5’% * 06?(?11 2%'7%% *  374:069 27,50 £500 13,75 0,00
13 16,16 + 5,07 7%’,%72 * 36???51 22';% *  270:062 2500 577 17,66+2,44
14 11,91 £3,17 750“*356* 06‘,1321 2‘&%* 2,00£0,00 20,00 £0,00 11,10 £0,11
15 13,34 +3,17 7%:%%* 06?5’2* 2%%* 3,00+0,55 27,50 £5,00 13,68 0,12
16 12,50 + 3,11 7%',123 * 36?52’-' 22'711% * 204005 20,00 £0,00 1535 2,20
1°PC 15,63 + 3,68 7‘8%%* 261,34i 1?’%”5* 272000 30,00+0,00 72,05z0,95
2°PC 13,24 + 1,36 7‘(‘)',‘:‘,;* 2641131‘39: 1‘;',%13* 250045 27,50+£500 69,02 0,84
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71,47 2,65 + 18,05 =

o
3°PC 15,04 +2,42 0.01 013 287

2,75+0,02 30,00+0,00 71,87 +0,26

Tabela 2 — Resultados para os parametros tecnolégicos avaliados.
Fonte: Adaptado de CATHARINA et al. (2021).

Sendo as formulagdes 3, 4, 11 e 12 as apontadas como ideais para L e as formulagdes
2,4,10 e 12 as indicadas em termos de a* e b*, tem-se que as melhores formulag¢des para
investigagcOes e estudos futuros, avaliando a cor de cookies com redugéo de aglcar sédo as
formulagbes com taumatina, enzima e eritritol nas concentragdes maximas testadas nesse
estudo (4) e com taumatina, enzima e polidextrose, também nas concentragbes maximas
(12).

T-sweet

o1
%01 0w oo o o oes oo 0% o

0z o3 o4 : 3
GreenSugar BK Eritritol Taumaitna

02

Nota: (a) Luminosidade - L (R2 = 0,974); (b) Parametro a*(R2 = 0,974); (c) Parametro b*(R2 = 0,974)
Figura 1 — Contorno da superficie de resposta ajustada avaliando o parametro tecnolégico cor
Fonte: Adaptado de CATHARINA et al. (2021).

Quanto ao volume os ingredientes substitutos que geraram maior impacto no volume
aparente, e, por consequéncia, no volume especifico foram taumatina e polidextrose (Figura
2A e 2B). A reducéo de sacarose em cookies pode gerar reducdo de volume do produto
(LUO et al., 2019).

Para o volume aparente, as melhores formulacdes 10, 12 e 14 sdo as que
apresentam altas concentragées de polidexirose e contendo taumatina. Polidextrose é
frequentemente aplicada em alimentos como agente de volume (LUO et al., 2019). Na
Figura 2B, as melhores formulagdes para volume especifico séo as que apresentam baixas
concentragdes de taumatina e altas concentragbes de polidextrose. E caracteristica de
biscoito tipo cookie apresentar um menor volume especifico e um fator de expansédo maior
(SAHIN et al., 2019).

Formulagbes com concentragdes elevadas de polidextrose e concentragdes também
elevadas de T-sweet, como as formulagbes 13, 14, 15 e 16, tendem a gerar perdas
tecnoldgicas em termos de fator de expansdo em cookies com redugéo de acucar. O fator
de expansao de biscoitos apresenta aumento a medida que a concentragdo de acucar
também é elevada (MORAES et al., 2010). Sabe-se que a expanséo ndo deve ser muito
elevada, pois pode desencadear problemas de ordem de processo, como ndo adequagao

do produto a embalagens padronizadas.
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To0t 000 001 02 003 005 005 006 OOTgmers
Taumatina Taumatina

2 3 e
Polidextrose

Nota: (a) Volume aparente (R2 = 0,994); (b) Volume especifico (R2 = 0,996); (c) Fator de expansao (R?
=0,994)

Figura 2 — Contorno da superficie de resposta ajustada avaliando os parametros tecnolégicos volume
aparente, volume especifico e fator de expanséo.

Fonte: Adaptado de CATHARINA et al. (2021).

A dureza neste experimento variou de 9,84 a 23,6 N, sendo a dureza da formulagéo
padrdao em torno de 18 N e a do controle (reduzido em agucar) em torno de 14 N. Ou seja,
a formulagéo controle apresentou dureza inferior ao padrdo. Resultados estes consoantes
com os relatados por Gallagher et al. (2003). As formulagdes indicadas como as mais
promissoras para evitar perda tecnoldgica em relagéo a dureza, em funcdo da redugéo de
acUcar, sado as que combinam concentragbes elevadas de polidextrose e concentracoes
intermediarias de taumatina (Figura 3).

Além da observagédo dos graficos de superficie de resposta, para visualizar quais
formulagbes se assemelham mais com as formulagdes adicionais ao delineamento
experimental (padréo e controle) foi aplicado uma analise dos componentes principais
(ACP), que tem por objetivo elencar as formulagbes mais representativas através de
combinacgdes lineares (ANDRADE, PINTO, 2003) (Figura 4).

Polidextrose

=30
<30
5 <25
<20
B <15

i B < 10
0,01 0.00 0,01 0,02 0,03 0.04 0,05 0,06 0.07 g <5

Taumatina

Figura 3 - Contorno da superficie de resposta ajustada para os fatores polidextrose e taumatina na
dureza (N) (R2 = 0,994)

Fonte: Adaptado de CATHARINA et al. (2021).
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A ACP, com os sete parametros tecnolégicos avaliados distribuidos de forma
bidimensional, onde o componente principal 1 (eixo F1) foi capaz de explicar 38,39% da
variabilidade total dos dados e o componente principal 2 (eixo F2) explicou 28,07%. Logo,
com a ACP foi possivel explicar 66,45% da variabilidade total dos dados. No gréafico Biplot
(Figura 4), foram obtidas trés formulacdes mais proximas da formulagcéo padrédo, a apenas
com polidextrose (9); a que combinou taumatina, polidextrose e eritritol (10); e a com
taumatina, enzima e polidextrose (qual o nimero dessa aqui?). Também foram observadas
trés formulagdes mais semelhantes a formulagéo controle, pois, no grafico Biplot encontram-
se mais proximas da formulagcéo controle, foram as formulagdes apenas com taumatina (2);
combinando taumatina, enzima e eritritol (6) e aplicando os cinco ingredientes estudados
como substitutos de sacarose, taumatina, enzima, T-sweet, polidextrose e eritritol (16).

Biplot (axes F1 and F2: 66,45 %)

3 _—
Dureza Vol esp
12
L]
. -}
2 ‘.
[ ] 3
10 13 ¢

1 L 11 vol apa .
ey L[]
f_ Fator de exp 6
2 — .
& ’ . -4
— o . L I
& o 16 C

-1 ﬁ;’ ) ?i -3 .

4 2
2 4
5-
*
-3 1
-3 -2 -1 4] 1 2 3

F1 (38,39 %)

Figura 4 — Analise de Componentes Principais

Fonte: Adaptado de CATHARINA et al. (2021)

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A taumatina para dureza, em pequenas quantidades combinada com altas
quantidades de polidextrose geram resultados satisfatérios, ou seja, coranica e superficie
quebradica. Quanto a cor, para os parametros L, a* e b* € interessante a aplicacéo
de doses baixas do aroma T-sweet. O ideal &€ um biscoito com baixos valores para L,
indicando coloragéo mais escura e altos valores para a* e b*. Assim como para a textura,
para o volume aparente e para o volume, taumatina e polidextrose foram substitutos de
sacarose que geraram impacto significativo na formulagdo. Adicionalmente, um fator de
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expansao mais proximo do padréo pode ser obtido com uso quantidades intermediarias de
polidextrose combinadas com doses baixas de T-sweet. As interacbes estatisticamente mais
adequadas e que tendem a um nivel 6timo de cada fator indicam formula¢des com altas
concentracbes de polidextrose e contendo taumatina em quantidades intermediarias. Por
fim, os tratamentos 9 (apenas com polidextrose) e 10 (combinando taumatina, polidextrose
e eritritol), s@o 0os mais préximos do padrdo, conforme demonstrado pela ACP.
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CAPITULO 9

QUE DEBEN SABER LOS ESTUDIANTES DE LA
NEMATOLOGIA AGRICOLA

Ignacio Cid del Prado Vera
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RESUMEN: Los nematodos parasitos de
plantas reducen la produccion y calidad en
muchos cultivos, las pérdidas econémicas
son muy significativas en muchos paises,
donde no tienen suficientes Nematologos,
que asesoren a los agricultores. Las
pérdidas no solo se presentan en cultivos
agricolas, sino también en la agricultura
industrial, cultivos forrajeros y forestales, los
que practicamente no se les da la atencion
que se requiere. Cuando se desconoce la
biologia de los nematodos y la interaccion
con los cultivos, el costo del control de
nematodos fitoparasitos, se incrementa
cuando solo se aplican nematicidas y se
reducen los beneficios y la calidad de la
produccién. La situacién en América Latina
es critica, ya que se cuenta con algunos
profesores con amplia experiencia en

Data de aceite: 02/10/2023

docencia e investigacion, ademas algunos
Nematologos se han jubilado y no ha
habido sustitutos altamente capacitados,
en consecuencia, hay una necesidad de
entrenary capacitar a jovenes Nematologos,
que sean capaces de asesorar a los
agricultores. En conclusion, en los paises
de América Latina el entrenamiento en
Nematologia agricola es ausente, por lo que
el personal técnico que trabaja en el campo,
se basa para el manejo de los nematodos,
en la aplicacion de nematicidas. En América
Latina, hay ausencia de Nematologos
que se dediquen de tiempo completo a
la ensefianza, investigacion y extension
agricola, y algunos profesionistas ensefian
parcialmente Nematologia, dentro del
programa del curso de Fitopatologia
General, y no profundizan en los temas
nematologicos con detalles. Nosotros
creemos que las Sociedades cientificas
ademas de organizar congresos, donde se
dan conferencias y ademas publican los
trabajos de investigacion, tienen otro papel
importante, que es el promover y apoyar
a los Nematologos de las Universidades e
Institutos, en la organizacion de cursos que
capaciten a los jovenes Nematologos y se
formen nuevas generaciones. Los temas de
los cursos, dependeran de las necesidades
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del sistema de agricultura de cada pais, y los profesores que participen, estaran sujetos a
los objetivos y temas del curso, apoyados por los representantes del pais organizador, estos
cursos pueden ser cortos o extensos. Las Sociedades cientificas pueden dar importantes
servicios y promover el desarrollo de la ciencia de la Nematologia, mejorar la economia de la
produccidn agricola, salud del suelo y la obtencién de alimentos seguros.

PALABRAS CLAVE: Curso Nematologia, Programa analitico, nematodos parasitos de
plantas

ABSTRACT: Nematode parasitism of plants reduces crop yield and quality in many agricultural
systems. The consequent economic losses are especially significant in countries where there
are few Nematologists serving agricultural clientele. Losses are not just in crops for local
consumption; there can also be substantial losses in crops grown for export, which are major
sources of revenue for agricultural industries and national economies. Additionally, nematode
impacts in production systems such as pasture and forestry have received little attention.
When the biology of the organisms and their interaction with plants is uncertain, the costs of
recommended nematode control options may exceed their benefits in crop yield improvement.
Nematology in Latin America is in a critical phase; there are few professors with expertise in
teaching Nematology and several retired teachers have not been replaced. Consequently,
there is a dearth of training of new nematologists and technical professionals capable of
providing guidance to agricultural producers. In fact, in some Latin American countries,
training in Nematology is not available. In those cases, sales personnel in the pesticide
industry provide the only source of information on nematode problems and, consequently,
nematode management is based primarily on the application of nematicides. In Latin
American countries lacking Nematologists who are dedicated to research and teaching, the
training, if any, on plant and soil nematodes may be provided as a lecture in a Plant Pathology
course and incomplete in appropriate detail. We believe that, beyond organizing scientific
conferences and journals, there are other important roles of the Nematology Societies of the
world. One is to promote and support the hiring of Nematology professors in Universities and
research institutes and another is to organize and present courses that provide broad training
for new generations of nematologists. Such courses, designed for specific professional
development needs for an agricultural system or institute, could be short and intense, three
or four days in length, and presented by world experts in the specific subject area supported
by local disciplinary representatives. Nematology Societies can provide important services in
promoting the development and outreach of the science of Nematology in order to improve
the economics of agricultural production within the framework of environmental stewardship,
soil health and food safety.

KEYWORDS: Nematology course, Analytic Program, plant parasitic nematodes

INTRODUCCION

La agricultura en el mundo tiene varios problemas que afectan la produccion
agricola, forestal e industrial por agentes fitopatoldgicos, que causan perdidas econdmicas
severas de millones de doblares; entre estos organismos que inducen severos dafos, en

los cultivos destinados para la alimentacion o la industria, estan los nematodos parasitos
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de plantas, los que tienen una amplia gama de hospederos y distribucién geografica
en el mundo, y diferentes habitos parasiticos: ectoparasitos migratorios y sesiles, ecto-
endoparasitos, endoparasitos migratorios y endoparasitos sesiles, que inducen sintomas
desde lesiones necréticas, reduccion del tamano de raiz, amarillamientos, marchitez y
achaparramiento. Para su sobre vivencia tienen estados bioldgicos importantes, como
la dormancia, quiescencia y criptobiosis, que les permiten permanecer en el suelo o en
partes superiores de las plantas, por tiempos variables, en diversos cultivos y en diferentes
condiciones ecoldgicas y climas. Para que los profesionistas dedicados al estudio de
estos organismos tengan un efectivo y honesto papel como profesores, investigadores y
extensionistas, se requiere de la preparacion de jovenes profesionistas, tengan una alta
formacion académica, para que formen una nueva generacion de Nematologos altamente
calificados, que entiendan, que ensefien, investiguen y apliquen las diversas técnicas en
el diagndstico, identificacion y manejo de las poblaciones, las que en muchas ocasiones
son muy altas y muy patogénicas, y se requiere de la aplicacion de varias técnicas para su
manejo.

Unalamentable realidad en el mundo y en América Latina, es que nuestros profesores
Nematologos bien preparados y altamente calificados y con reconocimiento internacional,
que han participado en la formacion de nuevas generaciones de Nematologos, han muerto,
se han jubilado o retirado, esto ha traido como consecuencia, que en muchas instituciones
educativas y de investigacion, no se cuente con personal bien preparado o se ofrezca un
curso completo, en el area de la Nematologia, como una materia basica en la formacion de:
Fitopatélogos, Bidlogos e Ingenieros agronomos; en muchos casos, se han conformado
en incluir dentro de los temas del curso general de Fitopatologia, alguna informacién muy
general sobre nematodos parasitos de plantas. La investigacion en las diversas areas de
la Nematologia, como Sistematica, Taxonomia, Ecologia, Fisiologia y Control, no cuenta
con investigadores de dedicacion exclusiva, que generen importantes aportaciones en las
publicaciones, que tengan repercusion significativa en la produccion de alimentos, en la
asesoria honesta para los agricultores y en consecuencia en su mejora de vida y en el
continuo desarrollo evolutivo de la Nematologia Agricola.

Un papel muy importante que deben de tenerla Sociedades Cientificas de Nematologia
del mundo, es no solamente la presentacion de resultados de las investigaciones en los
Congresos Nacionales e Internacionales, sino desde mi punto de vista deberian promover
mediante cursos dictados por sus expertos miembros, que coadyuven en formar y educar
y fomentar, en los jovenes profesionistas el interés y orientacion a la Nematologia Agricola.
Por la trayectoria y experiencia de mis 53 afios trabajando con nematodos, considero
que un profesionista que se dedica a la ensefianza e investigacion de esta importante
Ciencia de la Fitopatologia, deberia considerar los siguientes aspectos: que el curso
que ensefian, cuente con un programa analitico, y que este sea revisado, actualizado y
aprobado por expertos y si son extranjeros mucho mejor, el tener un amplio dominio de las
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diversas técnicas, que se utilizan en los cursos a nivel profesional o de postgrado; esto le
permitira transmitir a sus estudiantes su amplio conocimiento de nematodos, la difusion con
seguridad de la informacién y tener éxito en los procesos educativos y ganarse, el respeto,
la confianza y el interés de los estudiantes.

Entre los titulos de cursos que podrian fomentar la formacion de jovenes Nematologos
estarian: Principios de control de nematodos, Técnicas en Nematologia, Taxonomia y
morfologia comparada, Técnicas moleculares aplicadas en Nematologia, Nematodos
entomopatégenos etc.

Deseo en esta ocasion compartir con ustedes las estrategias, recursos y tacticas que
aplico en mi curso que doy en el Programa de Fitopatologia, del Colegio de Postgraduados
en México. Es muy importante tener un programa analitico del curso donde se explica
claramente los objetivos del curso, el programa y contenido y objetivos de cada tema, las
horas de teoria, laboratorio, salidas de campo y que aspectos en porcentaje que se van a
considerar en la evaluacién final; debe contener una lista de la literatura lo mas reciente,
relacionada con los temas a tratar y ofrecerles paginas electronicas, donde el alumno puede
obtener una mayor y amplia informacién del tema de su interés; un calendario de practicas,
donde se indique el tema vy las salidas de campo y para cada practica de laboratorio, debe
contar con la descripcion del tema estudiar, el material y técnicas a realizar, que géneros
se van a observar y al final de cada practica, con un temario que deben entregar el alumno,
una semana después. Es muy importante las salidas de campo, donde los alumnos tienen
la oportunidad de observar los sintomas en los cultivos, los signos en las raices, como
es la presencia de agallas en la raiz o en hojas, o la presencia de quistes adheridos a las
raices. Una salida de campo que me ha dado excelentes resultados, es realizar un viaje
a la zona tropical, donde los estudiantes tienen la oportunidad de cambiar de ambiente y
clima, colectar, extraer y observar, nematodos en diferentes nichos ecologicas como es:
humedal, dunas, selva; nematodos con diferente habito alimenticio como: los nematodos
bacteri6éfagos, micofagos depredadores, marinos, los que habitan en humedal, dunas,
selva, agua dulce y agua salobre, asi como veran e identificaran, a los nematodos de que
parasitan cultivos como: cafia de azlcar, café, mango, citricos, palma de coco, y plantas
ornamentales de las zonas agricolas. Con esta experiencia en campo, los alumnos son
los responsables de realizar el muestreo, las extracciones y la observacion en vivo de los
nematodos, que habitan en los diferentes ambientes donde fueron colectados; con todas
estas actividades de trabajo los estudiantes, se motivan y su aprendizaje es mas firme. Otro
objetivo del curso es que los alumnos expongan un seminario el cual se les pide al inicio
del curso, ellos pueden escoger el tema o se les asigna, de esta manera los alumnos tienen
que analizar la literatura, preparar sus imagenes y exponer, el titulo de la exposicién, debe
estar dentro del programa de seminarios, antes de realizar el viaje de précticas. El objetivo
de esta actividad es que los alumnos profundicen en el tema asignado y madurar como

exponentes de conferencias, aprendiendo ademas a estar presentes en los seminarios,

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 9

118



a ser activos en las conferencias, a ser criticos y a incrementar su seguridad y confianza,
cuando estan enfrente del publico.

Otro objetivo muy importante de las salidas de campo, es que tengan muestras
de nematodos fijadas, donde los alumnos extraen una gran diversidad de nematodos,
con diferentes habitos troficos y con el entrenamiento que se les da en cada una de las
practicas, ellos aprenden a identificar los nematodos fitoparasitos, a nivel de género y con
ello cumplir con la solicitud, de que cada uno debe entregar una coleccion de preparaciones
con nematodos identificados correctamente, al final del curso; la coleccion se les regresa
completa, la que les servira en sus futuras actividades profesionales como docentes o en

sus investigaciones.

PROGRAMA ANALITICO CURSO DE NEMATOLOGIA AGRICOLA

FUNDAMENTACION

El programa de Fitopatologia tiene como objetivo formar especialistas altamente
capacitados en el reconocimiento y manejo de las enfermedades causadas por nematodos
en plantas cultivadas a través de la Ensefianza y la Investigacion. De esta manera, los
alumnos adquieren conocimientos basicos de este grupo de fitopatogenos mas importantes
en la agricultura, mediante diversas actividades realizadas en el aula, el laboratorio y el

campo.

OBJETO DE ESTUDIO

Estudiar su morfologia y biologia, asi como la sintomatologia y las enfermedades que

éstos causan y los métodos de manejo de las especies de mayor importancia econémica.

OBJETIVOS GENERALES

- Hacer una revision general de la ubicacion zooldgica del grupo y sus relaciones
filogenéticas con los Phyla de Pseudocelomados més cercanos.

- Dar una visidon general de la importancia de los nematodos para el hombre.

- Revisar las variaciones que se presentan dentro del Phylum Nemata o Nematoda,
no sblo en cuanto a su morfologia, sino también en sus habitos ecoldgicos, sintomas que
inducen, habitos parasiticos y en su clasificacién general, ubicando de esta manera los
Ordenes que tienen representantes parasitos de plantas y el analisis de las especies mas
importantes en cada familia y las estrategias de manejo de las poblaciones.
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OBJETIVOS EDUCATIVOS

- Fomentar la participacion activa de los alumnos en las discusiones de los temas
vistos, tanto en el aula como en el laboratorio y en el campo.

- Fomentar el trabajo en equipo para realizar las tareas y analizar los temas a tratar.

- Desarrollar en los alumnos la capacidad para transmitir conocimientos y hacer la
presentacion oral de trabajos asignados.

- Incrementar la habilidad para analizar la informacion contenida en trabajos
cientificos publicados en el idioma inglés.

- Fomentar la creatividad y la busqueda de informacion relacionada con los trabajos
y temas vistos en clase, haciendo uso de herramientas en telecomunicaciones con que

cuentan las diversas universidades extranjeras (paginas electrénicas, Internet).

SISTEMA DE CONOCIMIENTOS

1. Se analizard las propuestas de clasificacion general del Phylum Nemata y se hara
énfasis en la taxonomia de las principales especies de nematodos fitopatogenos.

2. Se daréa una descripcion morfoldgica de cada uno de los sistemas y aparatos que
tienen los nematodos, haciendo énfasis en los que caracterizan a los parasitos de plantas.

3. Se estudiaran:

a) los diferentes habitos tréficos,
b
c
d

4. Se entrenara a los alumnos con el fin de que identifiquen los principales géneros

el desarrollo del parasitismo,
ciclos de vida, y

= - O =

la sintomatologia inducida por los nematodos en sus plantas hospedantes.

de nematodos a través de los microscopios estereoscopico y el compuesto.
5. Se analizaran los principales métodos para el control de las especies de nematodos
fitopatogenos de cada familia, que atacan los cultivos de importancia econdémica.

CONTENIDO TEORICO DEL CURSO

Tema 1. IMPORTANCIA DEL PHYLUM NEMATA.

Objetivo: Conocer los principales ejemplos de parasitismo por nematodos en el
hombre, insectos y plantas.

Contenido:

Introduccion y diagnosis del Phylum Nemata.

Parasitismo y su origen.

Ejemplos de nematodos parésitos del hombre, ciclo directo e indirecto.

Orden Mermitida como parasitos de ortdpteros y lepidopteros.

Orden Rhabditida como agentes de control biolégico de plagas.
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Ejemplos de enfermedades inducidas por nematodos parasitos de plantas.

Tipologia de clase: Sesion interactiva y conferencia. Teoria: 1.5 h. Total de horas:
1.5 h.

Tema 2. MORFOLOGIA DE NEMATODOS.

Objetivo: Conocer la morfologia externa e interna, poniendo énfasis en la de los
nematodos parasitos de plantas. Clasificacion de las Clases Adenophorea y Secernentea,
(Chitwood, 1959) y (Andrassy, 2007).

Contenido:
Morfologia Externa.
Forma, tamario y partes del cuerpo de los nematodos.
Cuticula externa.
Cefalizacion.
Anillos cuticulares.
Estructuras cuticulares.
Cuticula interna.
Pared cuticular.
Hipodermis.
Proceso de muda.
Morfologia Interna
Sistema digestivo.
Sistema excretor.
Sistema muscular.
Sistema nervioso: central y periférico.
Sistema reproductor femenino y masculino.
Tipos de reproduccion.
Embriologia.
Desarrollo postembrionario.
Tipologia de clase: Asignacion de lecturas, clase interactiva y conferencia. Teoria:
7.5 h. Practica de laboratorio: 12 h. Total de horas: 19.5 h.

PRIMER EXAMEN PARCIAL

Tema 3. EVOLUCION DEL PARASITISMO EN PLANTAS.

Objetivo: Analizar el origen del parasitismo, considerando los cambios morfolégicos
y fisiologicos que sufrieron los nematodos para adaptarse al parasitismo en plantas.
Describir los diferentes habitos parasiticos del grupo, tanto en las partes aéreas como en
las partes subterraneas.

Contenido: Desarrollo del parasitismo en las partes superiores de las plantas

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 9

121



(nematodos formadores de agallas).
Desarrollo del parasitismo en raiz.
Ectoparasitismo migratorio.
Ectoparasitismo sésil.
Ecto-endoparasitismo.
Endoparasitismo migratorio.
Endoparasitismo sésil.
Parasitismo asociado a insectos.
Tipologia de clase: Asignacion de lecturas, clase interactiva y conferencia. Teoria:
3h. Total de horas: 3h.
Tema 4. RESPUESTA DE LAS PLANTAS AL ATAQUE DE NEMATODOS.
Objetivo: Analizar la fisiologia de las glandulas esoféagicas subventrales y dorsal
(contenido cualitativo de las secreciones). Describir la formacion de lesiones necréticas
por el desdoblamiento de la amigdalina y los fenoles. Describir la sintomatologia inducida
por los diferentes grupos de nematodos ectoparasitos y endoparasitos, en sus plantas
hospedantes, haciendo énfasis en las principales alteraciones fisiol6gicas y anatémicas
asociadas.
Contenido:
Lesiones en los tejidos parenquimatosos y vasculares.
Respuestas de hipersensibilidad.
Cambios bioquimicos.
Cambios fisiolégicos.
Sincitio y células gigantes.
Hipertrofia e hiperplasia.
Tipologia de clase: Andlisis de literatura y conferencia. Teoria: 1.5 h. Préactica de
laboratorio: 3 h. Total de horas: 4.5 h.
Tema 5. FACTORES ECOLOGICOS Y BIOLOGIA DE NEMATODOS.
Objetivo: Analizar los efectos que tiene la temperatura, las propiedades fisicas
y quimicas del suelo, asi como los exudados radicales, en la biologia de nematodos
(alimentacion, eclosion, desarrollo postembrionario y estados de resistencia).
Contenido:
Influencia de la temperatura.
Factores fisicos y quimicos del suelo.
Exudados radicales.
Diapausa.
Criptobiosis.
Anhidrobiosis.
Tipologia de clase: Teoria: 1.5 h. Practica de laboratorio: 3 h. Total de horas: 4.5 h.
Tema 6. FACTORES DE REGULACION DE POBLACIONES E INTERACCIONES.
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Objetivo: Analizar la salinidad, acidez y textura del suelo como factores que inhiben
el establecimiento de las poblaciones de nematodos. Estudiar las interacciones que
establecen los nematodos con hongos, bacterias y virus. Revisar los organismos con lo
que se ha obtenido un control biol6gico exitoso de nematodos fitopatogenos.

Contenido:

Propiedades fisicas y quimicas del suelo.

Agentes de control biolégico de nematodos fitopatbgenos.

Pochonia chlamydosporia.
Paecilomyces lilacinus o Purpureocillium lilacinum.
Pausteria penetrans.

Interacciones entre especies de nematodos con: Fusarium spp., Verticillium spp.,
nepovirus y netuvirus.

Compatibilidad nematodo-planta.

Tipologia de clase: Teoria: 3 h. Practica de laboratorio: 3 h. Total de horas: 6 h.

SEGUNDO EXAMEN PARCIAL

Tema 7. ANALISIS DE FAMILIAS, GENEROS Y ESPECIES.

Objetivo: Caracterizar morfologicamente a la Clase Adenophorea y analisis de los
Ordenes Mermitida, Dorylaimida y Diphterophorida, asi como sus Familias: Mermithidae,
Longidoridae y Trichodoridae. Caracterizar morfologicamente a la Clase Secernentea y
dentro de ésta, a los Ordenes Rhabditida y Tylenchida, con el analisis de las familias mas
importantes desde el punto de vista agricola.

Contenido:

Introduccion.

Enfermedades inducidas por Xiphinema spp. y Longidorus spp.

Caracteristicas ecologicas.

Ciclos de vida.

Control biolégico: Familias Mermithidae, Steinernematidae y Heterorhabditidae.

Descripcion de las Superfamilias Tylenchoidea y Criconematoidea.

Analisis de las familias y sus principales géneros:

a) Tylenchidae.
b) Anguinidae.
c) Dolichodoridae.
d
e) Pratylenchidae.

)
)
) Belonolaimidae.
)
f) Hoplolaimidae.
g) Heteroderidae.
Descripcion del Suborden Aphelenchina y las Familias Aphelenchoididae vy
Bursaphelenchidae.
Tipologia de clase: Teoria: 4.5 h. Practica de laboratorio 9 h. Total de horas: 13.5
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Tema 8. ALTERNATIVAS DE CONTROL Y MANEJO DE NEMATODOS
FITOPATOGENOS.

Objetivo: Analizar los principales métodos de control de nematodos asociados a
diversas partes vegetales: semillas, hojas, tubérculos y raices.

Contenido:

Control fisico: desecacion, calor htmedo y solarizacion.

Practicas culturales: Limpieza de herramienta y entrada a los invernaderos, rotacion
de cultivos, inundaciones, fechas de siembra, remocién de residuos vegetales, cultivos de
trampa.

Medidas cuarentenarias.

Especies de importancia cuarentenaria en México.

Resistencia genética.

Control bioldgico

Control quimico.

Mecanismos de accién de los nematicidas y factores del suelo.

Control Integrado de nematodos fitopatogenos.

Biodesinfeccion del suelo (Biofumigacion)

Tipologia de clase: Teoria: 4.5 h. Total de horas: 4.5 h.

Tema 9. Diagnosis molecular de nematodos. (Profesor Invitado)

Objetivo: Dar a conocer el diagndstico molecular como una herramienta moderna,
que apoya a la taxonomia de nematodos en la identificacion de especies. Que los alumnos
conoascan la técnica de la ampliacion del DNA mediante reaccion de la cadena de
la polimerasa (PCR) y que tengan una sesion de practica identificando una especie de
importancia en la agricultura.

Tipologia de clase: Teoria: 1.5 h. Practica de laboratorio 3 h. Total de horas: 3.0 h.

9. Laboratorio sesiones practicas

El laboratorio del curso consta de 15 practicas, algunas de las cuales requieren
de trabajo extra clase, tanto en invernadero como en campo. Las practicas cubren los
aspectos basicos, tales como: métodos de diagnoéstico, extraccion, montaje e identificacion
de los principales géneros de importancia econémica, asi como algunos de los métodos de
control utilizados para el manejo de poblaciones de nematodos fitopatogenos. Las practicas
tendran una sesion por semana (viernes), en horario de 10:00 a 14:00. Durante el curso se
realizaran dos viajes de colecta, uno corto al estado de México (1 dia) y otro de tres dias al
Estado de Veracruz, a La estacién ecolégica La Mancha del Instituto de Ecologia Jalapa,
Veracruz.

La evaluacién del laboratorio incluye la entrega de los cuestionarios y dibujos
correspondientes a las observaciones realizadas durante las practicas (70%) y el reporte
final y presentacion de los resultados de la practica de control quimico de nematodos
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fitopatogenos. Los dibujos se entregaran semanalmente para su revision y los cuestionarios
una semana después de la practica correspondiente.
10. METODOLOGIA DE EVALUACION TEORIA

Para la evaluacion del curso se tomaréan en cuenta los siguientes aspectos:

1. Elaboracion de tres examenes teONCOS. ......uuviiieiiiiiiiiiiiieeeee e 50 %
2. Examen final de laboratorio y reporte de practicas...........ccccccvveeeiiniiiiiinnnenn. 20 %
3..8emMINANIO fINAL......eeiiiiiiie e 10%
4. Coleccion de nematodos fitopatogenos (preparaciones permanentes) ......... 15%
5. Participacion en clase, laboratorio y campo..........cccccveiiiiiiiieiiiiiiceec e 5%

La suma total de los porcentajes obtenidos, dara la calificacion final del curso.

Temas del programa de practicas

Practica 1: Sintomatologia. Practica

Practica 2: Muestreo de nematodos

Practica 3: Técnicas de extraccion de nematodos

Practica 4: Muerte, fijacion, deshidrataciéon y montaje de nematodos

Practica 5: Morfologia externa de nematodos

Practica 6: Control quimico de nematodos. (Establecimiento de experimento).

Practica 7: Morfologia interna de nematodos

Practica 8: Clasificacion del Phylum Nematoda: Los Ordenes Dorylaimida y
Tylenchida

Practica9: Suborden Tylenchina: Superfamilias Tylenchoideay Criconematoidea.

Inicio de Identificaciobn de nematodos en vivo

Viaje de practica: La mancha, Ver. (3 dias).

Practica 10: Familias Tylenchidae y Anguinidae.

Practica 11: Familias Dolichodoridae y Belonolaimidae.

Practica 12: Familias Pratylenchidae y Hoplolaimidae.

Practica 13: Familia Heteroderidae: Subfamilia Heteroderinae.

Practica 14: Familia Heteroderidae: Subfamilia Meloidogyninae.

Practica 6 (cont.): Control quimico de nematodos fitopatogenos(Evaluacion).

Practica 15: Familias Criconematidea y Tylenchulidae.

Examen final de laboratorio y entrega de reporte final. Entrega de calificacion de
laboratorio.

Las fechas de laboratorio y salidas a campo pueden estar sujetas a cambios.

6 EVALUACION LABORATORIO

Aspectos a considerar:

1) Cuestionarios, actividades complementarias y reportes ..........cc.cccvveeeriieeennns 30%

2) Dibujos o fotografias realizados en Clase..........cccccvviiuiiiiiieiiieeiiiieeee e 15%

3) Entrega de un reporte final del trabajo en laboratorio (Compendio de préacticas) ....... 5%
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4) Examen final de 1aboratorio............ccooooiiiiiiiiiii 30%
5) Identificacion de ejemplares VIVOS. .......cccoiiiiiiiiiiiiiiiie e 20%

La suma total de los porcentajes dara la calificacion final de laboratorio.
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ANTECEDENTES

Uno de
documentado sobre el

los primeros reportes
silicio (Si) en
suelos, plantas y animales fue de Jones y
Handreck (1967), quienes mencionan que
entre los factores que afectan el contenido
de Si de las plantas se incluye el pH del
suelo y el contenido de 6xidos de hierro
y aluminio presentes en las plantas, las
cuales absorben diferentes cantidades de
Si.

El Si
beneficioso al

a veces tiene un efecto
aliviar la toxicidad del

manganeso, ya que el Si altera la

distribucién del Mn en los tejidos de
las hojas, evitando asi que se acumule
en areas localizadas que se vuelven
necroticas y mueren. La presencia de Sien
pastos o plantas forrajeras asegura que los

rumiantes en pastoreo ingieran cantidades
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bastante grandes de Si, la mayoria de las cuales se encuentran en forma sélida.

En el trabajo de Miyake y Takahashi (1978) sobre la deficiencia de Si en plantas de
tomate, se diferenciaron nueve sintomas, y a partir de sus resultados concluyeron que el
Si tiene un efecto sobre la fisiologia y el crecimiento reproductivo de esta solanacea. Mas
tarde esos autores observaron que la respuesta de crecimiento de las plantas de pepino a
la deficiencia de Si es similar a las plantas de tomate (Miyake y Takahashi, 1983), asi como
a las plantas de soya (Miyake y Takahashi, 1985) y de fresa (Miyake y Takahashi, 1986).

Después Marschner et al. (1990) concluyen que las evidencias generadas eran
insuficientes para clasificar el Si como un elemento esencial para el pepino. En cambio, el
Si puede actuar como un elemento Util en condiciones de desequilibrio de nutrientes, por
ejemplo, en el suministro de P y Zn, coadyuva a la deficiencia de Zn inducida por P.

Posteriormente Epstein (1999) sefialé que el Si esta presente en las plantas en
cantidades equivalentes a macronutrientes como el Ca, Mg y el P, y en los pastos con
frecuencia en niveles mas altos que cualquier otro constituyente inorgéanico. Sin embargo,
no se considera un elemento esencial para las plantas. Como resultado, se omite en las
formulaciones de soluciones nutritivas de cultivos y se considera insignificante en gran
parte de la investigacion. Concluyé mencionando que, la evidencia es abrumadora de que
el Si debe incluirse entre los elementos que tienen una mayor influencia en la fisiologia
vegetal.

El objetivo del presente trabajo es mostrar de manera cronol6gica y hasta los reportes
mas actualizados, importantes resultados de investigacion en los que se consignan los
efectos benéficos del silicio para promover la fotosintesis, y la resistencia o tolerancia de las
plantas contra estreses biéticos y abiéticos, como sequia, salinidad, plagas, enfermedades
y fitotoxicidad por metales pesados; esperando que el lector medite que este mineral es
mas significativo de lo que se cree o piensa.

SILICIO CONTRA EL ESTRES HIiDRICO

La escasez actual de agua es un gran problema en regiones semiaridas como
Pakistan y causa el deterioro de la productividad de los cultivos y reduce los rendimientos
agricolas en todo el mundo. Entre los estreses abidticos, la sequia se considera el factor
limitante del crecimiento mas importante, especialmente en regiones aridas y semiaridas.
La tolerancia de las plantas a la sequia se asocia con el mantenimiento de su estado
hidrico, ya sea reduciendo la pérdida de agua mediante la disminucién de la transpiracion
0 mejorando la capacidad de las raices para extraer mas agua mediante el ajuste osmotico
(Figura 1).
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Figura 1. Esquema que ilustra deficiencia hidrica por estrés salino, la deficiencia de potasio y su
interaccion en procesos fisioldgicos (Tomado de: https://redagricola.com/quick-sol-entrega-una-
estrategia-de-mitigacion-del-estres-hidrico-en-frutales/).

En esta figura se ilustra el efecto del Si en el crecimiento radiculary la actividad de las
acuaporinas cuando se presenta una deficiencia de potasio que afecta diversos procesos
como: el potencial osmético, la conductancia hidraulica de la raiz, la absorcion y transporte
de agua por los conductos del xilema y finalmente en la transpiracion y fotosintesis.

Bajo estrés por sequia, el Si aumenté la biomasa y el contenido de agua de las hojas
en las plantas de pepino. El silicio también disminuy6 la descomposicion de la clorofila, en
las hojas limit6 el aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica y el contenido
de malondialdehido (MDA), alivi6 la respuesta fisiologica de la peroxidasa (POD) al estrés
por sequia, mantuvo la superdxido dismutasa (SOD) y aument6 la actividad de la catalasa
(CAT).

Estos resultados mostraron que bajo estrés por sequia el primer factor responsable
de los efectos de la aplicacion de Si sobre la biomasa fue el aumento de la fotosintesis, y
el segundo factor fue la mejora en la capacidad de retencion de agua. Con base en estos
hechos, se concluyd que el Si mejora la resistencia a la sequia primariamente al participar
en el metabolismo de las plantas.
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Entender las respuestas fisiologicas de las plantas al estrés hidrico es esencial
para realizar el mejoramiento genético de los cultivos. Debido a eso, Gunes et al. (2008)
investigaron los efectos del Si sobre el crecimiento de brotes y raices, el contenido relativo
de agua de la hoja (RWC), la resistencia estomética (SR), la peroxidacion lipidica (MDA),
la permeabilidad de la membrana (MP), la prolina y el peroxido de hidrégeno (H,O,), la
actividad antioxidante no enzimatica y las actividades de superdxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) de 12 cultivares de girasol cultivados en
condiciones de sequia.

Desde hace muchos afios se comenta que la productividad agricola estd muy
afectada por diferentes estreses abibticos, entre los cuales el estrés hidrico es la principal
restriccion ambiental que limita su crecimiento. Este estrés conduce a numerosos cambios
fisiologicos y bioquimicos en las plantas y da como resultado una pérdida grave en los
rendimientos, por lo que existe la necesidad de encontrar formas de aumentar la resistencia
de los cultivos al estrés hidrico (Sacala, 2009). Uno de los métodos alternativos que implican
el alivio de los efectos negativos del estrés es la aplicacion de Si como fertilizante (radicular
o foliar).

Amin et al. (2014) realizaron un estudio en macetas para evaluar el efecto de la
nutricién de Si (0, 50, 100 y 150 mg/kg) en el crecimiento de hibridos de maiz relativamente
tolerantes (P-33H25) a la sequia y sensibles (FH-810).

Se utilizaron dos niveles de contenido de agua en el suelo: 100y 60% de la capacidad
de campo. La condicién del déficit hidrico en el suelo redujo los atributos morfologicos y
fisiologicos de las plantas de maiz. La aplicacién de Si mejord la altura, el area foliar, la
longitud de la raiz primaria, la materia seca de brotes y raices, asi como la materia seca de
la planta, en condiciones de déficit hidrico.

Pavlovic et al. (2021) mencionan que la aplicacion de Si tiene el potencial para
aumentar la disponibilidad de nutrientes en la rizésfera y la absorcion de raices a través
de mecanismos complejos, que aun no estan claros. La regulacion transcripcional mediada
por Si de los transportadores de elementos tanto para la adquisicion de raices como para
la homeostasis tisular se ha sugerido recientemente como una estrategia importante, que
varia en detalle segun la especie vegetal y el estado nutricional.

Estos autores resumieron la evidencia de la adquisicion, absorcién y translocacion
de nutrientes mediada por silicio como: N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Mn, Cu, B, Cl y Ni, tanto
en condiciones de deficiencia como de exceso. Ademas, discuten las interacciones de Si
con elementos benéficos como: Al, Na y Se.

La sequia es una limitacién importante para la produccion de arroz en las tierras
de secano o temporal en China. Se ha verificado que el Si tiene una funcién importante
en mejorar la resistencia de las plantas al estrés hidrico. Chen et al. (2011) seleccionaron
dos lineas casi isogénicas de arroz (Oryza sativa L.), w-14 (susceptible a la sequia) y w-20
(resistente a la sequia), para estudiar los efectos de la aplicacion de Si en las caracteristicas
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fisiologicas y el estado nutricional del arroz bajo estrés por sequia.

El estrés hidrico aumenté el contenido de K, Na, Ca, Mg y Fe de las plantas de
arroz, pero el tratamiento con Si redujo el nivel de esos nutrientes. Por lo tanto, la aplicacion
de Si fue Gtil para aumentar la resistencia del arroz a la sequia, mediante la mejora de la
eficiencia fotoquimica y el ajuste de la absorcion de nutrientes minerales en las plantas.

El estrés por sequia obstaculiza el crecimiento de plantas forrajeras al alterar las
relaciones planta-agua y las funciones fisiologicas. Saud et al. (2014) evaluaron el efecto
del Si en la tolerancia a la sequia en el pasto Poa pratensis L. Después de tener plantas
de 2 meses en invernadero se encontré que el estrés hidrico disminuy6 la fotosintesis,
transpiracion, conductancia estomatica, tasa de crecimiento, eficiencia en el uso del agua y
la calidad del pasto, pero aumento la relacion C: N de la raiz/brote y la hoja.

Tales alteraciones fisioldgicas en las relaciones hidricas de las plantas y reducciones
de crecimiento en el pasto azul de Kentucky se aliviaron con la adicién de Si después
del estrés hidrico. La aplicacion de Si a 400mgL~" aumento la fotosintesis en 44%, el
contenido de agua de las hojas en 33%, el color verde de las hojas en 42% y la calidad
del césped en 44% después de 20 dias de estrés hidrico. La aplicacién de Si demostr6 ser
beneficioso para mejorar el rendimiento del pasto. Esto sugiere que manipular el Si a través
de biotecnologia puede resultar en el desarrollo de resistencia a la sequia en los pastos o
forrajes.

La investigacion de Xie et al. (2015) tuvo como objetivo determinar los efectos de la
aplicacion de Si sobre las caracteristicas fotosintéticas del maiz en un suelo salino-alcalino,
incluidas la tasa fotosintética, la conductancia estomatica, la tasa de transpiracion y la
concentracion de CO, intercelular de maiz en el campo con cinco niveles de suministro de
Si (0, 45, 90, 150 y 225kg-ha").

Por su parte, Shi et al. (2016) investigaron los efectos del Si en la absorciéon de agua
por la raiz y su funcién en la disminucion del dafio oxidativo en relacion con la conductancia
hidraulica de la raiz en tomate (Solanum lycopersicum ‘Zhongza No.9’) bajo estrés hidrico.
Las plantulas de tomate se sometieron a estrés hidrico inducido por polietilenglicol-6000 al
10% (p/v) en ausencia o presencia de silicato afadido a 2.5 mM.

Los resultados mostraron que la adicién de Si mejoré la inhibicidn en el crecimiento y
la fotosintesis del tomate, asi como contenido de agua bajo estrés hidrico. La conductancia
hidraulica de la raiz disminuyd bajo estrés hidrico y aumenté con la adicion de Si. No
hubo una contribucién significativa del ajuste osmotico en la absorcion de agua de la raiz
mejorada con Si bajo estrés hidrico.

En el estudio de Ullah et al. (2016), el Si y las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) que contienen actividad ACC-desaminasa se evaluaron como
una herramienta para mejorar la tolerancia a la sequia del tomate. Los resultados revelaron
que el estrés hidrico caus6 reducciones en el crecimiento, rendimiento, acumulacion de

K, Ca y Mg, asi como en el contenido relativo de agua (RWC), mientras que aumento la

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 10

132



concentracion de Na y la fuga de electrolitos.

La suplementacion con Si y PGPR aumenté la acumulaciéon de K en las plantas,
mientras se En tres temporadas sucesivas (2014,2015y 2016), Helaly et al. (2016) realizaron
experimentos de campo con cuatro cepas de mango sometidas a dos regimenes de agua y
se investigaron los parametros fisiologicos y de crecimiento relativos a la tolerancia al estrés
hidrico en plantas de mango. También se evalu6 el rendimiento y sus componentes. Los
datos mostraron que todos los parametros fisioldégicos y de crecimiento aumentaron con e
suplemento de K,SiO, (Si) y fueron seguidos por el tratamiento de interaccion (tratamiento
de Si'y su combinacion con estrés hidrico), en comparacion con la condicion controlada.

El Si mejora la resistencia del maiz a la sequia, pero no se conocen bien las
respuestas fisioldgicas y agrondmicas del maiz al estrés hidrico. Por lo tanto, Ning et al.
(2020) realizaron un experimento de columnas de suelo (Figura 2) bajo proteccién a prueba
de lluvia para cuantificar los efectos de la aplicacion de Si en plantas de 6 hojas (D-V6), 12
hojas (D-V12), y en la etapa de ampolla (D-R2).

Los parametros observados incluyeron el crecimiento de las plantas, fotosintesis,
osmolitos, actividad antioxidante y el rendimiento de grano. Los resultados mostraron
que el estrés hidrico disminuyé el area foliar, el contenido de agua de las hojas, la tasa
fotosintética, el contenido de clorofila y la actividad antioxidante de SOD, POD y CAT y
aumento la peroxidacion lipidica. D-V6, D-V12 y D-R2 redujeron los rendimientos de grano
en 12.9, 28.9 y 44.8%, respectivamente, en comparacion con el tratamiento con riego
abundante.

A Soil surface

90cm pa.

Somt P | V6 Vi2 R2
— Drought stress Drought stress Drought stress

< 30¢m > Coarsesand

Figura 2. Diagrama de una columna experimental y los tres periodos de estrés por sequia aplicados a
plantas de maiz durante las etapas de 6 hojas (V6), 12 hojas (V12) y ampolla (R2) (Tomado de: Ning et
al., 2020).
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El estrés por sequia se considera una de las principales limitaciones ambientales
que con frecuencia restringe la produccién de cultivos. En el estudio de Patel et al. (2021)
se examinaron alteraciones del crecimiento, homeostasis idnica, pigmentos fotosintéticos,
osmolitos organicos, la generacion de especies ROS, los componentes antioxidantes y el
perfil metabdlico inducidos por el estrés hidrico (Figura 3).

De esa manera pudieron evaluar la funcion del Si en la mitigacion de los efectos
de la sequia y comprender el mecanismo de adaptacion a la sequia en dos genotipos de
cacahuate (Arachis hypogaea L.) contrastantes: (GG7) crecimiento rapido y alto, asi como
el TG26 de crecimiento lento y semienano.

La aplicacion de Si mejor6 el contenido de clorofila de las hojas, el porcentaje de
contenido relativo de agua, el crecimiento y la biomasa en el genotipo GG7 en comparacion
con el genotipo TG26 bajo estrés hidrico. La suplementacion con Si promovi6 la absorcién
y el transporte de nutrientes en condiciones de sequia en ambos genotipos, lo que
eventualmente promueve el crecimiento de las plantas.

Ademas, la aplicacion de Si aument6 los niveles de fitohormonas como el &cido
indol-3-acético (1AA), el acido giberélico (GA3), el acido jasménico (JA) y la zeatina en el
genotipo GG7 bajo estrés hidrico en comparacion con plantulas no tratadas con Si, lo que
sugiere su participacion en vias de sefalizacion para la adaptacion y tolerancia a la sequia.
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Figura 3. Mitigacion del estrés por sequia inducida por silicio en dos genotipos de mani o cacahuate
(Arachis hypogaea L.) a través de la homeostasis de iones, modulaciones del sistema de defensa
antioxidante y regulaciones metabdlicas (Tomado de: Patel et al., 2021).

El estudio de Etesami et al. (2022) donde se combiné el uso de Si con micorrizas
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arbusculares (AMF) para mitigar el efecto de salinidad y sequia en plantas de arroz indica
que los beneficios de la nutricion de Si, son limitados debido a su absorcion restringida por
la planta de arroz (Figura 4).

Respecto al efecto del Si en especies frutales como el durazno o melocotoén, en el
ensayo de Gao et al. (2022) se secuenciaron los transcriptomas de plantulas de durazno
tratadas con Siy del control bajo estrés hidrico para identificar los genes o redes de genes,
que podrian manejarse para aumentar la tolerancia a la sequia de las plantulas de durazno.

El Si viene siendo uno de los principales elementos que necesitan las plantas para
hacer frente a las condiciones ambientales adversas, y se considera un elemento cuasi-
beneficioso. El Si esta involucrado en el crecimiento y la diferenciacion de las raices, el
transporte de otros elementos, la asimilacion de carbono, en actividades de enzimas clave,
quelacion de elementos toxicos, regulacion del sistema redox, distribucidon de fotosintesis,
es decir, tiene efectos directos en la modulacion de la tolerancia y estabilizacion de la
cantidad y calidad del grano producido bajo estrés (Kumar et al., 2023).
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Figura 4. Efecto del estrés por sal y sequia en la planta de arroz. Esto causa estrés osmotico (sequia
fisiolégica), desequilibrio en los nutrientes (tipicamente una disminucion en la absorcién de nutrientes)
y estrés oxidativo, lo que provoca una disminucién del crecimiento y rendimiento del arroz. Ademas,
la salinidad conduce a la toxicidad iénica, especialmente por la acumulaciéon de Na* y CI (Tomado de:
Etesami et al., 2022).

Por su parte Gao et al. (2022) usaron plantulas de Prunus persica para analizar los
efectos del Si en el crecimiento y los indices fisiologicos de resistencia al estrés hidrico.
La adicion de Si mejord la eficiencia del uso del agua, la capacidad antioxidante y la tasa
fotosintética, la inhibicion del cierre de estomas, ademas, promovi6 el desarrollo de raices y

regulé aun mas la sintesis de hormonas, aminoéacidos y azlcares en plantulas de durazno.
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El Si también regula el metabolismo de varios aminoacidos y promueve la
acumulacion de sacarosa y glucosa para mejorar la resistencia a la sequia. El Si mejord
la resistencia a la sequia de las plantulas de durazno al regular la sintesis de hormonas
relacionadas con el estrés y la transduccion de senales, y al regular el metabolismo de
aminoécidos y el azlcar.

Recientemente Shanmugaiah et al. (2023) sefialan que el Si esta recibiendo cada
vez mas atencion en la agricultura por sus beneficios para el crecimiento de las plantas
y la tolerancia al estrés. Las plantas han desarrollado un mecanismo de transporte de
Si altamente eficiente que implica la localizacién de proteinas transportadoras de Si que
establecen una red altamente coordinada entre proteinas, lo que facilita la absorcion y
acumulacion de Si.

También se ha descubierto que el Si puede promover el crecimiento de las plantas
y aliviar una variedad de estreses bibticos y abibticos. La adicion de Si mejora las
caracteristicas fisioldgicas y quimicas de la planta, incluidos sus mecanismos de defensa,
modulacién hormonal y patrones de expresion génica.

El Si activa las enzimas relacionadas con la defensa, promueve la produccion de
compuestos antimicrobianos, regula las vias de sefalizacion e induce la expresion de
genes relacionados con la defensa. Esto da como resultado una resistencia combinada
que domina la resistencia bioquimica/molecular durante las interacciones planta-patégeno.
Ademas, el Si alivia los efectos tdxicos del estrés abibtico, como el estrés salino, la sequia
y los metales pesados.

El sistema agricola mundial sigue siendo vulnerable a varios tipos de estrés bidticos
y abiéticos espacio-temporales. Kapoor et al. (2023) sefialan que, a nivel molecular y
fisiologico, se ha explorado intensamente la eliminacién de los desafios asociados con
estos factores estresantes en las plantas. Pero las plantas han evolucionado con estrategias
fisico-bioquimicas, incluido un canal de comunicacion cruzada de sefalizacion que permite
a las plantas decidir entre el crecimiento activo y las vias defensivas.

Los efectos de Se-Si en las respuestas defensivas de las plantas ahora se estan
investigando en una variedad de sistemas de plantas. Numerosos estudios ya han
establecido el nUmero de puntos convergentes que influyen directamente en la estimulacion
de compuestos antioxidantes para la mitigacion de especies de reactivas de oxigeno (ROS),
absorcidon de nutrientes y fitohormonas. El tratamiento foliar y del suelo con Se y Si mitiga
el efecto del estrés bidtico y abidtico al aumentar la produccién de enzimas antioxidantes y
disminuir la produccion de compuestos ROS.

Ademas, se ha demostrado que la administracion de micronutrientes como el Siy
el Se mejoran las respuestas de defensa de las plantas en situaciones de estrés. Estos
micronutrientes exhibieron muchas respuestas fisico-bioquimicas asociadas con vias de
comunicacion cruzada de sefializacion de estrés. Actualmente se estan realizando estudios

omicos para determinar los mecanismos moleculares exactos a través de los cuales se
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podria entender bien la activacion de la respuesta de defensa por Si/Se.

SILICIO CONTRA EL ESTRES SALINO

Romero-Aranda et al. (2006) consignan que el Si alivia el efecto nocivo de la sal
en el crecimiento de las plantas de tomate al mejorar su estado hidrico, ya que las plantas
tratadas NaCl solo mostraron una reduccién en el peso seco y el area foliar del 55 y 58%,
respectivamente, mientras que la reduccion en las plantas tratadas con NaCl mas Si fue solo
del 31 y 22%, respectivamente. Por eso concluyeron que el Si mejora el almacenamiento
de agua dentro de la planta, lo que permite una mayor tasa de crecimiento que, a su vez,
contribuye a la dilucion de la sal en la planta, mitigando asi los efectos tdxicos de la sal.

El estrés salino es un estrés abibtico que afecta el crecimiento de las plantas y las
actividades fisiologicas y bioquimicas, como la fotosintesis y el contenido de clorofila. El
estudio de Rohanipoor et al. (2013) se realiz6 con el fin de evaluar los efectos del Si sobre
algunas respuestas fisiologicas del maiz bajo estrés salino. Las plantulas se trasplantaron a
macetas de plastico que contenian suelo arenoso esterilizado y no salino. El Si se adicioné
a cuatro niveles (0, 2, 4 y 6 mmol L") de silicato de potasio K,SiO, y se aplico estrés salino
a cuatro niveles (0, 3, 6 y 9 dS.m™") de cloruro de sodio (NaCl).

Con los tratamientos la salinidad disminuyd el peso fresco y seco del brote y la raiz,
la longitud del tallo, el area foliar, el contenido de clorofila y el contenido relativo de agua
(RWC) de las plantas de maiz, mientras que la aplicacién de Si los increment6. Hubo una
notable disminucion en los tratamientos con CE > 3 dS.m"', mientras que, el incremento de
Si mejoré las respuestas fisiolégicas del maiz. Por lo tanto, una nutricion adecuada de Si
puede aumentar la resistencia a la salinidad en las plantas de maiz.

El Si puede aliviar el estrés bibtico y abidtico en muchos cultivos y tiene efectos
favorables sobre las plantas en condiciones de no estrés, pero hay dudas sobre la eficiencia
del Si aplicado foliarmente y los efectos del Si sobre la nutricion mineral, los procesos
fisiologicos y el crecimiento de las plantas de papa (Solanum tuberosum L.) en condiciones
de riego.

El trabajo de Haghighi y Pessarakli (2013) se realizé en un invernadero utilizando un
sistema hidropdnico para estudiar los efectos de Si y nano silicio (N-Si) en el crecimiento
y algunas caracteristicas intercambio de gases de los tomates en condiciones de estrés
salino. Después de las aplicaciones de Si y N-Si y las adiciones de NaCl a las soluciones
nutritivas, se permitié que las plantas crecieran durante 42 dias.

Los resultados mostraron que la salinidad tenia efectos nocivos sobre el peso fresco
y seco de la planta, el volumen de la raiz y el diametro del tallo. Por el contrario, la fuga
de electrolitos aument6 al aumentar los niveles de salinidad. El aumento de los niveles de
salinidad disminuy6 el CO, subestomatal, la tasa fotosintética, la conductancia del meséfilo
y la eficiencia del uso del agua fotosintética.
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Los pesos fresco y seco, el volumen de raices y la concentracion de clorofila
aumentaron con la aplicacién de Si. El Si alivid el efecto del estrés por salinidad en el
peso fresco de la planta, la concentracion de clorofila, la tasa fotosintética y el contenido
de agua de la hoja. EI CO, subestomatal y la conductancia estomatica disminuyeron con
la aplicacion de Siy el N-Si mejoraron la tasa de fotosintesis, la conductancia del meséfilo
y la eficiencia del uso del agua de la planta en condiciones de estrés salino de las plantas
de tomate.

El efecto del silicio sobre los danos oxidativos inducidos por la salinidad en pepino
se investigb por Khoshgoftarmanesh et al. (2014) en un experimento de invernadero. Se
expusieron dos cultivares (Cucumis sativus L. cvs. Negin y Super Dominus) a dos niveles
de salinidad (0 y 50 mM NaCl) y dos niveles de Si (0 y 1 uM). EI Si estimul6 el crecimiento
de brotes de pepino en condiciones salinas. El contenido de MDA foliar aumenté en ‘Super
Dominus’ mientras que permanecio sin cambios en ‘Negin’ debido al estrés salino.

El reporte de Khan et al. (2019) sefiala que el estrés por salinidad dificulta el potencial
de crecimiento y la productividad de las plantas de cultivo al influir en la fotosintesis, perturbar
las concentraciones osmoéticas e i6nicas, producir oxidantes y excesivos radicales, regular
las funciones fitohormonales, contrarrestar las vias metabdlicas esenciales y manipular los
patrones de expresion génica (Figura 5).
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Figura 5. En plantas bajo condiciones de estrés por salinidad hay niveles altos de especies reactivas
de oxigeno (ROS). Los niveles toxicos de ROS impiden el crecimiento de las plantas al inhibir
la cadena transportadora de electrones y la fotosintesis en los cloroplastos, asi como al causar
mutaciones del ADN y dafiar las mitocondrias (Tomada de Khan et al., 2019).

En respuesta, las plantas generan cascadas de sefializacion fisico-bioquimica y
molecular para superar el estrés por salinidad; sin embargo, la exposicién continua puede

abrumar el sistema de defensa, lo que provoca la muerte celular y el colapso de los aparatos
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esenciales.

Las tierras agricolas estdn muy afectadas por la salinidad, ya sea debido a
fenbmenos naturales o por practicas agricolas inadecuadas. Al Murad et al. (2020) sefialan
que el estrés salino posee dos amenazas principales para el crecimiento de los cultivos: el
estrés osmotico y el estrés oxidativo. La respuesta de estos cambios va acompafiada de
una variedad de sintomas, como disminucién del area foliar, la longitud de los entrenudos
y el aumento del grosor y la suculencia de la hoja, la abscision de las hojas y la necrosis
de laraiz y el brote.

La salinidad también retrasa las posibles actividades fisiol6gicas, como la fotosintesis,
la transpiracion, las funciones fitohormonales, las vias metabdlicas y las funciones de
genes/proteinas. Los cultivos en respuesta al estrés salino generan mecanismos de
sefalizacion en cascada para hacer frente a las sales como la produccién de ROS (Figura
6), mientras que la exposicion continua al estrés salino supera el sistema de mecanismos
de defensa, lo que da como resultado la muerte celular y compromete la funcién de los

organelos esenciales en las células de los cultivos.
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Figura 6. Esquema mostrando los mecanismos involucrados en la generacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) durante el estrés por salinidad. Los organelos celulares como el cloroplasto, la
mitocondria y el peroxisoma estan involucrados en la generacion de ROS como O,~, oxigeno singulete
(10,), OHy H,0, (Tomado de: Al Murad et al., 2020).

Los cultivos agricolas se enfrentan a importantes restricciones con el rapido
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aumento del calentamiento global, siendo la salinidad un factor importante que afecta la
productividad. Las plantas de tomate (Solanum lycopersicum) tienen un gran significado
nutricional; sin embargo, puede verse influenciado negativamente por el estrés salino. Las
nanoparticulas (NPs) tienen excelentes propiedades, por lo que se utilizan en la agricultura
para mejorar varios parametros de crecimiento incluso en presencia de estrés abibtico
(Figura 7).

Debido a esto el estudio de Alam et al., 2022 tuvo como objetivo investigar los efectos
de las NPs de silicio (Si-NPs) mediante inmersién de raices y aspersion foliar en plantas de
tomate en presencia/ausencia de estrés salino. Los procesos de desarrollo de las plantas
de tomate se vieron gravemente ralentizados por el estrés salino hasta en 35.8% (biomasa
seca de los brotes), 44.3% (biomasa seca de raices), 51% (longitud de los brotes) y 62 %
(longitud de las raices), pero esta reduccidn fue mitigada por el tratamiento de Si-NPs.

Los autores concluyeron que la aplicacion foliar de Si-NP en plantas de tomate
parece ser mas efectiva que la inmersion de raices y alivia el estrés salino al aumentar la

actividad de la enzima antioxidante de la planta.
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Figura 7. En estrés salino la aplicacion de nanoparticulas de silicio aument6 el crecimiento (altura
y peso seco), contenido mineral de Mg, K, Cu, Fe, Mn, Zn, fotosintesis, transpiraciéon, conductancia
estomatica, concentracion de CO, y actividad de enzimas antioxidantes, incluidas la superoxido
dismutasa y la catalasa (Tomado de: Alam et al., 2022).

La disminucion de la absorciéon de Na* y el mantenimiento de la relacion Na*/K*
optima se han considerado los procesos mas importantes responsables de la tolerancia a
la sal conferida por el Si, ademas, la acumulacion excesiva de sodio limita la absorcion de
otros nutrientes e iones, incluido el K* (Ali et al., 2012).

La demanda de productos agricolas sigue aumentando con el rapido crecimiento
de la poblacion. Sin embargo, los climas extremos, las plagas, enfermedades y la
contaminacién representan una gran amenaza para la produccion agricola de alimentos.
Las nanoparticulas de silice (SNPs) son beneficiosas para el crecimiento y la produccién
de plantas y se pueden usar como nanopesticidas, nanoherbicidas y nanofertilizantes en

la agricultura.
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La suplementacion con Si mejora la resiliencia de las plantas bajo estrés salino,
debido a que modula varios procesos fisioldégicos y bioquimicos en condiciones de estrés.
Dhiman et al. (2021) hacen notar que la diafonia (o sefiales cruzadas) que ocurren entre el
Si con la lignina y el contenido fendlico bajo estrés salino es vital, lo que ocurre por diversas
vias (Figura 8) y consideran ademas que la evaluacion de las respuestas de las plantas
a niveles de protedmica es prometedora para comprender la funcidén del Si en las plantas

cultivadas.
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Figura 8. Esquema que ilustra la via de absorcion y el transporte de silicio (Si) a través de genes
transportadores en (A) Arroz, (B) Maiz y Cebada. Los miembros de las familias Brassicaceae y
Solanaceae se clasifican como excluidores de Si debido a la falta del gene transportador Lsi1 (Tomado
de: Dhiman et al., 2021).

Los estreses abioticos, como la salinidad y la sequia, son las principales limitaciones
para el crecimiento 6ptimo de las plantas, especialmente en regiones aridas y semiaridas.
Por lo tanto, en los dltimos afios, los cientificos agricolas han comenzado a investigar
sobre los fertilizantes que tienen un uso multifacético y que pueden usarse para mantener
el crecimiento y rendimiento 6ptimos de plantas muy importantes bajo estrés ambiental.

El articulo de Wang et al. (2022) hace una revision de la absorcién y el transporte de
SNPs en las plantas, asi como su funcion y mecanismos para promover su crecimiento y
mejorar la resistencia contra los estreses biotico y abiético. En general, las SNPs inducen
la resistencia de las plantas contra los factores de estrés al fortalecer la barrera fisica,
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mejorar la fotosintesis, activar la actividad enzimatica defensiva, aumentar los compuestos
antiestrés y activar la expresion de genes relacionados con la defensa.

Debido a que el trigo es el cultivo mas importante del mundo, la tolerancia al estrés
tiene una funcién crucial en la seguridad alimentaria. Cheraghi et al. (2023) sefialan que,
por diferentes mecanismos (Figura 9), el Si mejora la tolerancia de las plantas de trigo
al estrés por salinidad y sequia, incluida la regulacion de las relaciones hidricas de las
plantas, el intercambio de gases, la fotosintesis, el equilibrio de nutrientes, la reduccion del
estrés oxidativo, la reduccion de la toxicidad i6nica, la osmorregulacion, el crecimiento de
las raices, la absorcion de potasio y la estimulacién de hormonas vegetales.

Improving water uptake \

under salinity and drought \ ~ s e
stress leads to increased EeiurXpplisAton
nutrient uptake. =—. ﬂ
\» Macronutrient mcchEms | k \ N l Micronutrient mechanisms
S R, Lills ca Skl
i) Increased of root system of plants t. 1 y 0
Y o 0 g

i) Maintenance of balance micronutrient ratio
ii) Improved utilization of P g .

i) A of mi ient mobilizing compound

iiii) Increase in micronutrient transport from root to shoot
iv) Increase in micronutrient chelating compounds in plant

jii) Increased N use efficiency
iv) Balance the homeostasis of Kand Na
v) Altered primary metabolism of N in plants
vi) Alleviated membrane lipid peroxidation
vii) Decreased excess Fe, Mn, and Al uptake

viii) Improved nudulali:m /
ix) Activation of H-ATPgse

v) Increase in micronutrient precipitation outside the plant
vi) Formation of the micronutrient plaque
vii) Increased micronutrient root deposits

viii) Activation of genes

Seed priming

Figura 9. Resumen de los mecanismos por los cuales el Si alivia la deficiencia de nutrientes derivada
del estrés por sequia y salinidad en el trigo. El Si aumenta la fotosintesis al aumentar la actividad
de la enzima Rubisco y la cantidad de clorofila en las hojas. Aumenta el contenido de pigmentos

fotosintéticos (clorofila a, b y carotenoides), afectan la division celular y el crecimiento, mejoran las
propiedades morfolégicas y fisiologicas, asi como el crecimiento vegetativo al aumentar el nimero de
hojas (Tomado de: Cheraghi et al., 2023).

El riego con agua salina, los drenajes inadecuados y el uso de fertilizantes
convencionales se consideran las principales razones del aumento de la salinidad del
suelo. Otros estreses abibticos, incluida la contaminacién por metales pesados, el frio,
las heladas y la luz UV-B, afectan de forma destructiva a los productos agricolas, pero
sus efectos adversos en las plantas son menores que los del estrés por sequia y salinidad
(Aminiyan et al. 2022).

CONCLUSIONES

La aplicacion de Si mediante fertirrigacion, aspersion foliar o pretratamiento de
semillas actua como un refuerzo para la maquinaria de defensa ya existente en las plantas,
para hacer frente a los efectos dréasticos de factores abibticos. La fertirrigacion con silicio
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también mejora las propiedades del suelo, incluida su capacidad de retencion de agua, lo
que indirectamente ayuda a mejorar la salud de las plantas. Queda claro que el Si es un
elemento abundante en la Tierra y sus efectos positivos en las plantas lo hacen importante
en la agricultura. En el futuro, las investigaciones centradas en aspectos especificos de la
interaccion Si-plantas seran importantes para disefiar estrategias agricolas destinadas a
mejorar el rendimiento de los cultivos con la fertilizacion del Si como micronutriente.
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CAPITULO 11

RELACION ENTRE EL CONTENIDO DENY PEN
GRANO Y FRACCION DISPONIBLE EN EL SUELO

Liliana Vega Jara

Fac. Ciencias Agrarias, Universidad
Nacional Hermilio Valdizan

RESUMEN: En una red de ensayos de
largo plazo se evaluaron los efectos de 14
anos de fertilizacién continua con N, Py S
sobre la concentracion de P Bray 1 y Nan,
la relacion Nan: P Bray 1y, la relacion de las
concentraciones de N y P en granos de soja.
Se analizaron suelos de tres estratos de
profundidad (0-5, 5-10 y 10-20 cm) y granos
de soja de cinco sitios experimentales de
largo plazo de la Red de Nutricion CREA
sur de Santa Fe que fueron instalados en la
campana 2000-2001, con seis tratamientos
de fertilizacion: Testigo, PS, NS, NP, NPS
y Completo (NPS+micronutrientes), bajo
dos sistemas de rotacion maiz-trigo/soja
(M-T/S) (Balducchi y San Alfredo) y tres
sitios con rotacibn maiz-soja-trigo/soja
(M-S-T/S) y, en siembra directa (SD). Los
resultados indican que el agregado de P
como fertilizante aument6 los contenidos
de P Bray 1 en el perfil de 0-20 cm pero
el Nan no fue afectado por la fertilizacion.
La concentracion de P en granos tendid
a aumentar con la disponibilidad de P en

Data de aceite: 02/10/2023

el suelo hasta un punto critico de P Bray
1 de 18 mg P kg, lo cual sugiere que no
hubo consumo de lujo por encima de ese
valor de disponibilidad. La sensibilidad
de la concentracion de P en granos y de
la relacion Nan: P Bray 1 al agregado
de P como fertilizante, sugieren que la
fertilizacion puede ser una herramienta para
modificar la composicion de nutrientes en
la fraccion disponible y la composicion del
grano.

PALABRAS CLAVE: Fertilizacion de
cultivos - Relacion Nan: P Bray 1 - Relacion
P grano: P Bray 1

INTRODUCCION

La practica de la fertilizacion de los
cultivos de granos ha aumentado en los
Ultimos anos en nuestro pais (Fertilizar,
2014b). Distintos manejos de fertilizacion
llevan a balances positivos o negativos
de nutrientes del suelo (Adolfo & Casas,
2003). Estos distintos balances pueden
provocar cambios en los contenidos totales
y en las fracciones labiles de carbono (C)
y nutrientes. Estos cambios, en particular
en las fracciones labiles, pueden verse
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reflejados en los productos cosechados (Ciampitti et al., 2011b).

Debido a que los cambios en el suelo son lentos, se requieren experimentos de
larga duracion con distintos esquemas de fertilizacion para poder detectarlos (Boxler et
al., 2013; Eiza et al., 2005) y evaluar su magnitud. Poco se sabe sobre la variacion de las
relaciones entre nitrogeno (N) y fésforo (P) en la fraccion disponible del suelo por efecto
de la fertilizacion de largo plazo y como se reflejarian estos cambios en los productos
cosechados. La estequiometria considera las relaciones cuantitativas de los elementos
en los seres vivos (Elser et al., 2000b), y este concepto ha sido utilizado para estudiar
los cambios en las relaciones entre nutrientes a distintos niveles de organizacion en
ecosistemas (Pefiuelas et al,, 2013). Las relaciones entre nutrientes también han sido
propuestas como herramienta de diagnéstico de deficiencias nutricionales (Salvagiotti et
al., 2012). El analisis de los granos puede servir como herramienta complementaria al
andlisis de suelos, y también provee informacion sobre la exportacion de nutrientes.

Laregion surde Santa Fe del movimiento CREA, con el apoyo del IPNIy Agreservicios
Papeanos (ASP), instalaron una red de ensayos a largo plazo en la campafa 2000-2001.
Sus objetivos fueron varios, uno de ellos fue determinar respuestas directas y residuales
de los cultivos a la aplicacion de N, P y S como fertilizantes buscando complementar los
métodos de diagnéstico de la fertilidad del suelo. En este trabajo se sintetizan los resultados
obtenidos de andlisis de suelos de tres estratos de profundidad (0-5 cm, 5-10 cm y 10-20
cm) y de granos de soja de primera y de segunda correspondientes a la campafia 2013-
2014. Los objetivos de este trabajo fueron evaluar el efecto de los distintos regimenes de
fertilizacion de largo plazo sobre: a. la concentracion de P Bray 1 en el suelo y su relaciéon
con el P del grano y, b. la relacion entre Nan y P Bray 1 en el suelo.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron suelos de tres estratos de profundidad (0-5 cm, 5-10 cmy 10-20 cm) y
granos de soja de los cinco sitios de la Red de Nutricion del CREA de la Region Sur de Santa
Fe, durante la campafa 2013-2014. Las caracteristicas de los ensayos son: dos sitios con
rotacion maiz-trigo/soja (M-T/S) (Balducciy San Alfredo) y tres sitios con rotacion maiz-soja-
trigo/soja (M-S-T/S) (La Blanca, La Hansa y Lambaré). Se evaluaron los seis tratamientos
de la red: Testigo sin fertilizar, NP, NS, PS, NPS y Completo (NPS+micronutrientes). El
disefo es en bloques completos aleatorizados con tres repeticiones en cuatro sitios, y dos
en San Alfredo. El tamafio de las parcelas es de 25-30 m de ancho y 65-70 m de largo.
Se utiliza maquinaria del productor y labranza en siembra directa (SD) en todos los casos.
La dosis de fertilizacion se estima a partir de los rendimientos esperados mas un 5-10%
de fertilizacién de enriquecimiento con P y S a la siembra de soja y, a partir de modelos
zonales para cultivos de alto rendimiento en el caso del N (Boxler et al., 2014).

Se determind el N potencialmente mineralizable (Nan) por incubacién anaerdbica
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a 40°C por 7 dias, método descripto por Keeney & Bremner (1966) seguido de una
colorimetria. El P Bray 1 se extrajo con solucion de Bray & Kurtz 1 y la medicion con
colorimetria. Se determin6 también la concentracion en grano de P (digestion humeda)
seguido de una colorimetria. Los resultados se analizaron mediante ANOVA, y de regresion.
Los ANOVA de concentracion de P-Bray 1 se analizaron para cada estrato por separado. Se
hizo un ANOVA para la relacion Nan: P Bray 1 en cada sitio por separado. Las diferencias
significativas fueron determinadas a un nivel de significancia del 5% usando la prueba de
LSD. Los efectos de los tratamientos sobre la relacion entre la concentracion de P en grano
y el P-Bray 1 se analizaron con una funcion lineal plateau. Los efectos de los tratamientos
sobre las relaciones entre Nan: P Bray1 en el suelo se analizaron con una funcion potencial
y logaritmica con SMA. Se compararon las distintas regresiones mediante test de F y, en
los casos en que no fueron diferentes, la regresion para esos tratamientos se representd
con una sola funcion.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Concentracion de P Bray 1 en el suelo

Catorce anos de fertilizacion continua con P incrementd el P disponible (P Bray 1)
en los tres estratos de profundidad (0-5 cm, 5-10 cm, 10-20 cm) (Figuras 1 y 2). Como
era esperable, los mayores efectos de la fertilizacién fosforada se vieron en el estrato
superficial, esto puede ser debido a la forma de aplicacion del fertilizante fosforado ya que
se incorporaron a profundidades de 3 a 5 cm aproximadamente. Dick et al. (1991) reportaron
que el sistema de SD permite que los nutrientes como el P se concentren en las capas
superficiales, sin observarse efectos negativos de este fenbmeno sobre la productividad de
los cultivos. Los tratamientos sin P agregado (Testigo y NS) fueron inferiores en contenido
de P Bray 1 en todo el perfil (Figura 1). Lambaré presento los valores mas altos de P Bray 1
en los tres estratos de profundidad, mientras que San Alfredo los valores mas bajos (Figura
2). Los resultados en Lambaré podrian atribuirse al contenido inicial de P (71 mg kg,
0-20 cm), mientras que los otros sitios tenian niveles mas bajos y similares entre si (10-
16 mg kg™) al comienzo de los experimentos (Garcia et al., 2005). Existen evidencias que
agregados continuos de P durante 8 afios producen aumentos de P en el pool total (Zheng
et al., 2002), y 6 anos continuos de aplicar P incrementa el P labil en el perfil de 0 a 20 cm
(Ciampitti et al., 2011c). Por lo tanto, es razonable que 14 afios de fertilizacion continua con
P haya modificado las composiciones iniciales de P disponible en estos sitios.
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Figura 1: Distribucién de la concentracion de P Figura 2: Distribucion de la concentracion de
Bray 1 a 0-20 cm en los tratamientos de la Red P Bray 1 a 0-20 cm en los sitios de la Red de
de Nutricion CREA Sur de Santa Fe, campafa Nutricion CREA Sur de Santa Fe, campana
2013/2014. Los circulos encierran tratamientos 2013/2014. Los circulos encierran sitios que
que no son diferentes significativamente (p>0.05) no son diferentes significativamente (p>0,05)
y las barras son el error estandar. Las letras y las barras son el error estandar. Las letras
mayusculas representan a las diferencias mayusculas representan a las diferencias
significativas entre estratos de profundidad. significativas entre estratos de profundidad.

2. Relacién entre la concentracion de N y P en granos y su disponibilidad en
el suelo

Los resultados obtenidos permitieron detectar unaleve relacion entre la concentracion
de N en granos y el Nan. Por otro lado, ademas el N en grano disminuy6 ligeramente con
el aumento del rendimiento (resultados no mostrados). Esto puede ser explicado porque
el cultivo de soja tiene la capacidad de proveerse de N a través de la fijacion biologica, por
lo cual la capacidad del suelo de proveer N al cultivo no tiene relacion tan directa con su
concentracion en el grano como en otros cultivos. Varios trabajos reportan que el 40 — 60%
del N absorbido por el cultivo de soja proviene de la fijacién biologica (Alvarez et al., 1995;
Collino et al., 2015) dependiendo del genotipo del cultivar, factores ambientales y de la
fertilidad del suelo (Alvarez et al., 1995). EI N del suelo se hace importante para el cultivo
so6lo en las primeras etapas de crecimiento (Fabre & Planchon, 2000).

La Figura 3 muestra la relacidon entre la concentracion de P en los granos de soja
y el P disponible en el suelo (P Bray 1). A mayores contenidos de P disponible aument6 la
concentracion de P en los granos hasta el punto de inflexion de 18,1 mg P kg en sueloy 5,87
mg P kg™ en granos, a partir del cual las concentraciones de P en granos fueron constantes.
Este valor en suelo es ligeramente superior a los umbrales criticos de P disponible para los
rendimientos del cultivo de soja en la regidbn pampeana, que son de 9-16 ppm (Ferraris et
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al., 2002, Gutierrez Boem et al., 2010). Estos resultados sugieren que no habria consumo

de lujo cuando la disponibilidad de P en el suelo es muy alta. Por encima de 18 mg P kg™

la probabilidad de aumentar la exportacion de P por aumentos en la concentracion de P

en granos es baja. Por debajo de 18 mg P kg™ existe alta probabilidad que la planta siga

destinando P a los granos en respuesta a aplicaciones de P como fertilizante.

Estos resultados sugieren que el andlisis de concentracién de P en granos puede

ser complementario al de P Bray 1 como herramientas para el diagnéstico de P en suelos.

Ciampitti et al. (2011c) obtuvieron una funcién polindmica entre el P acumulado en plantas

de maiz y P labil.
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Figura 3: Relacién concentracion de P en granos de soja y P Bray 1 de 0-20 cm. La linea es la funcion
Plateau de todos los tratamientos y sitios.
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3. Relacion Nan: P Bray 1 en el suelo

El agregado continuo de P provocé una disminucion de 23% de la relacion Nan: P
Bray 1 en el estrato de 0 a 20 cm de profundidad (Figura 4). Esta disminucion es explicada
por los aumentos en concentracion de P Bray con la fertilizacion fosforada ya que el Nan
no fue afectado por la fertilizacion (Figura 1). Dada la gran interaccion que existe entre
los fosfatos y la matriz del suelo, la mayor parte del P de los fertilizantes es retenido por
el suelo. En consecuencia, el agregado continuo de P produce aumentos marcados de
este nutriente en las diferentes fracciones del suelo incluyendo la fraccion labil y disponible
(Ciampitti et al., 2011c; Zheng et al., 2002). Sin embargo, no se han demostrado cambios
del Nan por efectos puros de la fertilizacion (Eiza et al., 2005).

Los tratamientos sin P agregado (NS y Testigo) presentaron valores de Nan: P Bray
1 en el suelo mas altos (entre 2,33 y 9,55) que los tratamientos fertilizados con P (NP, PS,
NPS, Completo) (entre 0,62 y 1,37) (Figura 5). Chen et al (2000a) reportaron que en suelos
bajo cultivo de pastos, la relacion N:P en fraccion organica disminuia en un 33% comparado
con suelos de bosque, lo cual sugiere que la relacién N:P puede ser usada para evaluar la
limitacion de Ny P.

La Figura 4 muestra que la fertilizacién con P ademéas de producir cambios en las
relaciones Nan: P Bray 1 también hizo esta relacién méas débil (bajo R?). Esto podria deberse
a que el Nan proviene de la materia organica del suelo, mientras que la disponibilidad de P
esta regulada por su fraccion inorganica labil. Es decir, aplicaciones con P en el largo plazo
hacen que su pool inorganico sea mas importante para la regulaciéon de su disponibilidad,
perdiendo relacion con el Nan. Cleveland & Liptzin (2007) informaron que la relacion entre
estos dos nutrientes (i. e. N y P) no era lineal en el corto plazo porque concentraciones
de P tienen lentos aumentos que el N. La Figura 4 también muestra que en situaciones
donde el P no fue agregado (Testigo y NS) la relacién Nan: P Bray 1 es mas estrecha (R2:
0,61) tiende a ser mayor (mayor pendiente) en la medida que baja la disponibilidad de P,
acercandose a los valores de relacion N:P que se pueden observar en la materia organica
del suelo (~8, Stevenson & Cole, 1999). Esto sugiere que la MOS empieza a ser una fuente
relevante de P disponible en estas situaciones. Clevenland & Liptzin (2007) indicaron que el
pool orgéanico es fuente importante de P labil en suelos con importantes contenidos de MO.

Las mayores disminuciones de la relacién Nan: P Bray 1 por no agregar P se vieron
en San Alfredo y Balducchi, 30% y 32% respectivamente mas que en Lambaré (sitio con
mayor contenido de P Bray 1). En todos los sitios la relacion Nan: P Bray 1 en tratamientos
que incluyeron a la fertilizacion fosforada no difirieron entre si (Figura 5). La relacion Nan:
P Bray 1 de los tratamientos NS y Testigo en Lambaré y La Hansa fueron las mas bajas
(Figura 5), esto podria atribuirse a la riqueza inicial en P, texturas arcillosas e historias
agricolas cortas en esos sitios con respecto a los demas sitios (Boxler et al., 2014) que
contribuyeron al aumento y mantenimiento de P en el suelo.
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Figura 4: Relacion entre concentracion de Nan (mg N kg™') y P Bray 1 (mg P kg™). La linea negra
punteada corresponde a la funcién de los tratamientos sin fertilizar con P y la linea azul llena al de los

fertilizados con P.
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Figura 5: Relacion Nan: P Bray 1 en el suelo entre los tratamientos en todos los sitios. Cambios de
letra implican diferencias significativas determinadas mediante LSD a un nivel de 5% en cada sitio.

CONCLUSIONES

El agregado de P como fertilizante por 14 afios consecutivos aumento los contenidos
de P Bray 1 en el perfil de 0-20 cm. La concentracion de P en los granos de soja tendio
a aumentar con la disponibilidad de P en el suelo hasta un punto critico de P Bray 1 (18
mg P kg') a partir del cual las concentraciones de P en granos fueron constantes. Estos
resultados sugieren que no hubo consumo de lujo por encima de ese valor de disponibilidad.

La fertilizacion continua de largo plazo con P cambi6 la relacion Nan: P Bray 1
en los suelos, mientras que aplicaciones con N no la afectaron en forma significativa. La
relacion Nan: P Bray 1 tendi6 a bajar con el aumento del P Bray 1 del suelo. La sensibilidad
de la concentracion de P en grano y de la relacion Nan: P Bray 1 al agregado de P como
fertilizante, sugieren que la fertilizacion puede ser una herramienta para modificar la
composicion de nutrientes en la fraccion disponible y la composicion del grano de soja.
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RESUMEN: En Ecuador, la provincia de Loja
se ubica en el tercer lugar en la produccion
de maiz duro, se caracteriza por ser
cultivado en invierno, una sola vez por afo
en los cantones de Celica, Pindal y Zapoatillo.
En su mayoria, son cultivos familiares que
siguen el proceso de siembra, labores
culturales y cosecha, tres actividades
agrarias que utilizan la mano de obra,
calificada por experiencia o capacitacion; a
los productores de maiz duro se aplic6 un
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muestreo aleatorio estratificado con la utilizacion de encuestas y listas de cotejo en grupos
focales considerando los centros de actividad como la siembra donde se desarrollan las
labores de desbroce de monte, quema de maleza y, con la primera lluvia de invierno, se
procede a sembrar sin labrar la tierra, resultando en la disminucién del costo de mano de
obra; en las labores culturales: la fumigacion y fertilizacion; y, en la cosecha: la recoleccion,
amontonado y desgranado de mazorcas, actividades que afectan el costo; para disminuir los
costos de mano de obra, los sectores de influencia realizan una labor denominada brazo,
que consiste en organizar la ayuda de una a cuatro personas para desarrollar actividades
agrarias en un trueque entre vecinos, todo dependiendo de la extension de las hectareas de
cultivo. El trabajo agrario que desarrolla el pequefio, mediano y gran productor denominado
brazo no esta reconocido en la legislacidn ecuatoriana referente a las modalidades de trabajo
estipuladas en el articulo 11 del Cédigo del Trabajo; para evitar problemas contractuales en
el ambito laboral se debe reformar el articulo 3 referente a la excepcionalidad de pagar una
remuneracion a los integrantes del brazo.

PALABRAS CLAVE: Brazo, mano de obra, costo, maiz duro, Loja.

COLLABORATIVE WORK IN LABOUR (BRAZO) IN THE PRODUCTION OF
HARD CORN IN LOJA PROVINCE

ABSTRACT: In Ecuador, Loja province is in third place in the production of hard corn,
characterized by being cultivated in winter, only once a year in the cantons of Celica, Pindal
and Zapotillo. They are mostly family crops that follow the process of sowing, cultural work
and harvest, three agricultural activities that use labour, qualified by experience or training; a
stratified random sampling was applied to the producers of hard corn with the use of surveys
and checklists in focus groups considering the centers of activity such as planting where
the forest is cleaned, burning weeds and, with the first winter rain, the sowing starts without
tilling the land, resulting in a decrease in the cost of labour; in cultural work: fumigation and
fertilization; and, in the harvest: the collection, stacking and shelling of ears, activities that
affect the cost; to reduce labour costs, the sectors of influence carry out a task called brazo,
which consists of organizing the assistance of one to four people to develop agricultural
activities in a barter between neighbours, all depending on the extension of the cultivated
hectares. The agricultural work carried out by the small, medium and large producer called
brazo is not recognized in Ecuadorian legislation regarding the work modalities stipulated in
article 11 of the Labour Code; in order to avoid contractual problems in the workplace, article
3 must be reformed concerning the exceptionality of paying remuneration to the members of
the brazo.

KEYWORDS: Brazo, labour, cost, hard corn, Loja.

INTRODUCCION

La produccién de maiz duro en los cantones de Celica, Pindal y Zapotillo de la
provincia de Loja, en su mayoria son cultivos familiares y se lo realiza en gran parte de
forma manual, se establecen como fases productivas, Siembra, Labores Culturales y
Cosecha; tres centros de actividad agraria que utilizan la mano de obra, calificada por
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experiencia o capacitacion.

Porter (2006) sostiene que la cadena de valor sirve como un medio analitico para
examinar y entender las actividades primarias y de apoyo y asi identificar las fuentes
potenciales de diferenciacion y costos. La cadena de valor establecida en la produccién
de maiz duro tiene como prioridad disminuir los costos de mano de obra en los centros
de actividad mencionados, en los sectores de influencia se realiza un trabajo agrario
denominado brazo que consiste en el apoyo entre vecinos y familiares que se organizan
en grupos de uno a cuatro personas, optimizan los recursos econémicos e influyen en la
estandarizacion de los costos de mano de obra dentro de la cadena de valor.

Considerando que ningun trabajo es gratuito, el patrono estaré obligado a cancelar
una remuneracion por el trabajo realizado, excepto en los casos de urgencia extraordinaria
o de necesidad de inmediato auxilio.

La legislacion ecuatoriana no reconoce el brazo como modalidad de trabajo agrario
segun el articulo 11 del Codigo del Trabajo (2005): “a) Expreso o tacito, y el primero, escrito
o verbal; b) A sueldo, a jornal, en participacion y mixto”. Las modalidades que aplican en el
trabajo agrario son jornal y tarea.

METODOLOGIA

La investigacion descriptiva con un enfoque mixto fue desarrollada en el periodo
comprendido del mes de agosto del 2021 hasta septiembre 2022, sobre una poblacién de
4.100 productores de maiz duro, estudiados a partir de un modelo de muestreo aleatorio
estratificado con la utilizacién de encuestas y listas de cotejo que fueron aplicadas a 100
productores de maiz en grupos focales de 41 productores en Celica, 24 productores en
Pindal y 34 productores en Zapotillo, considerando los sectores con mayor productividad
de la graminea y una extension minima de cinco hectareas de cultivo.

Se identificaron las variables que afectan directamente en la mano de obra agraria:
las variables cualitativas corresponden a los centros de actividad de Siembra, Labores
Culturales y Cosecha con sus actividades principales y auxiliares; en las variables
cuantitativas se consideran los costos unitarios por jornal de trabajo y costos totales de la
mano de obra por hectarea. La informacion obtenida se proceso6 a través de SPSS 26 y
Microsoft Excel 2019.

RESULTADOS

Los productores de maiz duro de la provincia de Loja se encuentran clasificados
en: (1) pequefio productor con cinco hectareas; (2) mediano productor con una extension
mayor a cinco hasta diez hectéareas; (3) gran productor, que cultiva extensiones mayores a
diez hectareas (GAD Zapotillo, 2020). En los cantones de Celica, Pindal y Zapotillo llevan a
cabo un proceso productivo que se estructura de una cadena de valor con tres centros de
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actividad: Siembra, Labores culturales y Cosecha, compuestas por actividades principales y
auxiliares que constituyen los generadores de costo y consumen los recursos del agricultor
(Celi et al., 2022), definen a estos centros de actividad como:

1. En el centro de actividad Siembra se desarrollan actividades auxiliares como el
desbroce de monte, quema de maleza y la actividad principal es la siembra, de
acuerdo a las observaciones técnicas de agronomia se deberia labrar y preparar
la tierra (Zambrano et al., 2021, p.33), en las zonas de influencia se restringe el
uso de maquinaria debido al relieve irregular y caminos de herradura, procediendo
a sembrar directamente sin labrar la tierra con la primera lluvia de invierno dando
como resultado la disminucién del costo de mano de obra en esta actividad.

2. En el centro de actividad Labores culturales se llevan a cabo las actividades
auxiliares de fertilizacion y fumigacion.

3. Enla Cosecha, se realizan las actividades auxiliares de recoleccién, amontonado
y desgranado de las mazorcas de maiz.

En los centros de actividad se emplea el trabajo manual para desarrollar las
actividades agrarias que tienen afectacion directa en el costo de mano de obra.

En las labores de agricultura se establece un costo de USD20,00 por jornal que
corresponde a la mano de obra del pequefio, mediano y gran productor, lo que encarece
en forma significativa los procesos de produccion del maiz duro en los centros de actividad
de: (1) Siembra, que se desarrolla en un ciclo corto, y emplea semilla certificada y se utiliza
dos dias de costo de mano de obra por el nimero de hectareas; (2) Labores culturales, la
mas extensa en tiempo, de siete dias de mano de obra por el nimero de hectareas y, por
ende, la que acumula mayores costos por concepto de mano de obra ya que corresponde
al desarrollo y mantenimiento del cultivo; (3) Cosecha, tres dias de costo de mano de obra
por el nUmero de hectareas, aqui se presenta el secado de las mazorcas en la planta 'y su
recoleccion debe realizarse en un tiempo corto para asegurar un buen producto, obtener
utilidades y disminuir las pérdidas, el nUmero de hectareas dependera si es pequefo (5 ha),
mediano (10 ha) o gran productor (15 ha) de maiz duro (ver Tabla 1).

Paralograr ganancias econdémicas a partir del cultivo, se debe partirde lamaximizacion
de los rendimientos con la reduccidon del costo, que se puede lograr desarrollando una
buena planificacion de las labores y costos incurridos. (Antinez et al, 2013). Con el objetivo
de disminuir el impacto del costo monetario de la mano de obra, nace el brazo como un
trabajo agrario utilizado durante el proceso agricola en la zona de influencia y constituye
una ayuda entre vecinos, familiares y amigos sin generar costo alguno porque si se recibe
la ayuda, se devuelve con trabajo cuando el vecino lo necesita.

Al contrastar las labores agrarias colaborativas entre vecinos y familiares realizadas
en la produccion de maiz duro denominado brazo y el andlisis del Cédigo del Trabajo
ecuatoriano referente a las modalidades de trabajo, la legislacion deberia modificarse y
reconocer al brazo como trabajo agrario, ya que al momento no se encuentra en este
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cuerpo legal.

Incentivar al trabajo colaborativo permitira establecer acuerdos entre pequenos,
medianos y grandes productores; practica que garantizaria la continuidad y permanencia
del cultivo de maiz duro en la zona en estudio.

Numero de hectareas
Caividad | Actiidades agrarias | G0 | NET | (OUERYT | Peaverio | Medano | Gran
(5 ha) (10 ha) (15 ha)
Desbroce de monte | 1 20,00 20,00 100,00 200,00 300,00
SIEMBRA Quema de maleza 1 20,00 20,00 100,00 200,00 300,00
Labranza de tierra | 0 20,00 0,00 0,00 0,00 0,00
LABORES Fertilizaciones 3 20,00 | 60,00 300,00 600,00 900,00
CULTURALES Fumigaciones 4 20,00 80,00 400,00 800,00 1.200,00
Recolectado 1 20,00 20,00 100,00 200,00 300,00
COSECHA Amontonado 1l 20,00 20,00 100,00 200,00 300,00
Desgranado 1 20,00 20,00 100,00 200,00 300,00
Ahorro del costo de mano de obra 240,00 1.200,00 2.400,00 3.600,00

Tomado de: encuestas aplicadas a los agricultores de maiz duro de Celica, Pindal y Zapoaitillo.
Tabla 1

Ahorro del costo de mano de obra con el uso del brazo en la produccion de maiz duro en Celica, Pindal
y Zapotillo afio 2022

La concentracion del ahorro en los centros de actividad con el uso del brazo, se
establece por medio de la cadena de valor para la produccion de maiz duro en la provincia
de Loja, comprende las actividades principales (costos primos) y actividades de apoyo
(costos indirectos), estos se utilizan en los centros de actividad de siembra con una duracién
de 63 dias, labores culturales 177 dias y cosecha 5 dias, el ahorro de la produccion en
los costos de mano de obra son de 12 dias en el proceso de cultivo de maiz duro de la
provincia de Loja.

Se puede establecer la teoria de general aplicacidn de la concentracion de los costos
en la produccion de maiz duro que propone que la aplicacion de la teoria del brazo permite
que las labores culturales relacionadas con el proceso fenolégico y la cadena de valor sean
optimizadas de manera que se estandarice los costos de mano de obra, teniendo un ahorro
significativo.

DISCUSION

En la produccion de maiz duro en la provincia de Loja por sus caracteristicas

productivas se establecieron tres centros de actividad: Siembra, Labores culturales y
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Cosecha, compuestas a su vez por labores principales y auxiliares que requieren el uso de
mano de obra, lo que influye directamente en la acumulacion de los costos por el pago de
los jornales que estas actividades agrarias requieren.

El brazo rompe la teoria y el principio del costo en razdn que son trabajos agrarios
sin registro de valor monetario. En la zona de influencia se utiliza el brazo como forma de
trabajo. Bajo la premisa de intercambio de trabajo por trabajo, se realiza un compromiso
entre vecinos para realizar labores agrarias, que deberian estar tipificadas en el articulo 11
del Codigo del Trabajo, que fomente el trabajo colaborativo dentro de los sectores agrarios,
en especial, aquellos de dificil acceso y geografia accidentada.

Camacho et al. (1998), realizaron estudio en México donde establecieron que al
involucrar colaboradores locales: (1) se reduce el costo de mano de obra, lo que optimiza
y motiva la produccion de maiz; (2) se requiere un seguimiento permanente sobre los
costos de produccion; (3) es importante mejorar las cantidades para la satisfaccion de las
necesidades en los mercados; (4) debe existir ganancia para mejorar la calidad de vida de
los productores. Investigacion que, guardando las distancias, bien podria ser el caso de la
produccién que se realiza en Loja.

Por otro lado, en el estudio citado, las divergencias se encontraron en los elementos
que participan en la disminucién del costo en el proceso de produccién de maiz duro,
donde media la tecnificaciéon y el uso de maquinaria con arado mecanico y traccion animal
reduciendo el nUmero de jornales; en contraposicion, en la zona de influencia donde los
terrenos son irregulares y escarpados, se requiere del trabajo manual de un mayor nimero
de personas, el que se mejora cuando se organiza como el trabajo colaborativo denominado

brazo, generando una disminucion en los costos de produccion.

CONCLUSIONES

Para que los productores de maiz duro de la provincia de Loja que poseen
cultivos: pequefo productor (5 ha), mediano productor (10 ha) y gran productor (= 15 ha),
disminuyan sus costos de produccién en la mano de obra agricola, en un 54%: en los
centros de actividad en la Siembra, 9%; en Labores culturales, 31,5%; y en la Cosecha,
13,5%; deberian aplicar el trabajo colaborativo. En el Codigo del Trabajo ecuatoriano no se
tipifica la labor agraria denominada brazo a sabiendas de que en la actualidad se emplea
en la producciéon de maiz duro.

Para que el productor disminuya los costos de produccion en la mano de obra o
no tenga problemas contractuales en el ambito laboral se tendria que reformar el articulo
3 referente a la excepcionalidad de pagar una remuneracion, ya que tiene la finalidad de
contribuir a la producciéon no solo en lo particular sino a todos los integrantes del brazo y
asi el cultivo de maiz podria ser sostenible al generar ganancias que mejoren la calidad de
vida de los productores.
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11 INTRODUCCION

La transicién agroecolbgica implica
no una transicion, sino varias transiciones
simultdneas de indole social, biolégica,
econdmica, cultural, institucional y politica.
El transito hacia la agroecologia implica
una transicion a nivel de los subsistemas
productivos, una transicion socio-ecoldgica
a nivel de la familia rural, su comunidad
y Su paisaje y una transiciéon politico-
institucional a nivel de territorios (Titonell,
2019, Tittonell, s/p).

Data de aceite: 02/10/2023

Con el arribo de Lopez Obrador a
la Presidencia de la Republica, hay una
serie de cambios en las politicas publicas
orientadas al campo; dentro de esta
estrategia adquiere gran importancia lo
relacionado con transitar de un modelo
de revolucién verde a uno de transicion
agroecologica.

El 31 de diciembre de 2020, se
expidi6 un decreto presidencial, para
sustituir el uso de glifosato, dicho decreto
tiene una actualizacion el 13 de febrero del
2023, y presenta fecha para la eliminacion
de dicho herbicida, el dia 31 de marzo
del 2024 (Diario Oficial de la Federacion,
2023). En este documento se presenta lo
que esta ampliamente documentado, con
relacion a que el Glifosato es un herbicida
altamente peligroso para para la salud
humana y el medio ambiente, considerado
por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) como “probable cancerigeno en
humanos” (Bejarano, 2017).

En dicho contexto el Centro de
Investigaciones Interdisciplinarias para el
Desarrollo Rural Integral (CIIDRI), en 2021
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inicia un proceso de discusion con el CONACyYT (Ahora CONAHCyT) para contribuir en la
encomienda nacional contra el glifosato. Dicho centro de investigacion es seleccionado por
su experiencia y continuidad de trabajo en la region Norte de Estado de Veracruz en un
proceso de investigacion accién participativa (Méndez et. al., 2018).

Los antecedentes se remontan a 2004 cuando se inicia la transicion en una huerta
de naranja convencional en el municipio de Papantla, Veracruz, en una hectarea de
terreno, lo cual 8 afios después se escald a 16ha bajo un manejo organico del cultivo. En
2012 la innovacion tecnolbgica de naranja organica generada en dicha huerta, obtiene su
certificacion. Entre 2012 y 2018 se trabajo en la difusién de dicha tecnologia con pequefios
productores organizados, pasando a 10 organizaciones de productores, a las cuales se
les apoy6 en los procesos de certificacion y comercializacion. Para 2018 ya se trabajaba
con casi mil productores que visitaban la huerta, conocida en la regiobn como Huerta
Madre Grupo Los Gomez y que estaban interesados en producir de forma distinta a los
esquemas de revolucion verde; sin embargo, no se lograba incorporar a un mayor nimero
de productores. Es hasta 2022 con la intervencion de CONACYT y los proyectos CONACyT
N.° 321118 (2022) y CONAHCYT 322600 (2023) que se logra llegar a miles de productores
en un proceso de transicion agroecologica y de sustitucion de Glifosato y otros agrotoxicos.
A todo este proceso que se ha seguido a partir de 2004, puede claramente mostrarse como
un ejemplo concreto de escalamiento o masificacion agroecolégica.

El documento aborda las siguientes tematicas, saber: 1) La transicion agroecologica
en México; 2) La experiencia de la Huerta Madre Grupo “Los Goémez” en el desarrollo de la
innovacion de naranja organica con principios agroecologicos; 3) Las Fases de desarrollo
de la innovacion; 4) El proceso de escalonamiento o masificacion agroecologico en la Zona
Norte de Veracruz; 5) Los problemas de la transicion agroecoldgica en México y finalmente
se esbozan algunas 6) conclusiones.

21 TRANSICION AGROECOLOGICA EN MEXICO

2.1 Participacion gubernamental

En México, las secretarias que participan en este proceso de transicion agroecolégica,
principalmente, son:

a) La Secretaria del Bienestar con su programa Sembrando Vida con 4 mil 700
técnicos que atienden aproximadamente a 445 mil productores en 22 estados del
pais y cuenta, ademas, con un programa de apoyo de hasta 54 mil becarios de
Joévenes Construyendo el Futuro.

b) La Subsecretaria de Competitividad y de Autosuficiencia Alimentaria de la
Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) con su programa de Estrategia
de Acompafiamiento Técnico (EAT) con 850 técnicos que cubre aproximadamente
a 80 mil productores.
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c) La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) con su
Programa Nacional de Transicion Agroecologica y Patrimonio Biocultural, cuyo
objetivo es proteger la salud de los mexicanos ante el embate de alimentos
producidos con pesticidas y agroquimicos y revertir el modelo agronémico de los
ultimos 60 afos.

d) ElI Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), con 6 temas
estratégicos de investigacion para la sustitucion del glifosato (bioherbicidas,
herramientas y maquinaria agricola, faros agroecoldgicos, coberturas a base
de leguminosas, experiencias regionales y de control biolégico) en el manejo de
arvenses (CIIDRI-CONACYT, 2022), instancia a quien el Presidente de la Republica
encomendoé hacerse cargo, junto a otras dependencias, de un proceso de transicion,
iniciado el 31 de diciembre de 2020 hasta la eliminacién total del glifosato el 31 de
marzo de 2024 (DOF, 2023). También el CONACYT apoya proyectos como el de
Pies Agiles y la revista Manejo Ecolégico Integral de Arvenses (MEIA), a la fecha con
23 publicaciones bajo la misma orientacién; y en total se trabaja en 62 proyectos de
investigacion con 160 millones de pesos, y posiblemente el CONACYT cubre a 50
mil productores.

2.2 Participacion Estatal y Municipal

Se suman a estas acciones otras iniciativas como las que promueven algunos
gobiernos de los estados. Por ejemplo, en el caso de Colima con el proceso ya concluido
en su Congreso con la aprobacion de la la Ley Estatal de Fomento Agroecolégico (Primera
Ley Agroecologica del pais), el estado de Tlaxcala con 10 mil hectareas en transicion
a lo orgéanico para la produccion de maiz y el estado de Veracruz con 600 técnicos en
la Secretaria de Fomento Agropecuario bajo el esquema que denominan “Escuelas
Campesinas”, entre otras actividades.

También algunos municipios estan fomentando la agroecologia a partir de la
contratacion de técnicos o de programas especificos promoviendo esta nueva agricultura
(por ejemplo: Alamo, Tihuatlan, Ixhuatlan de Madero, Tecolutla, Castillo de Teayo, en
Veracruz y Pantepec y Francisco Z. Mena en Puebla, etc.)., finalmente, dos municipios se
han declarado como agroecol6gicos, en Jalisco y Colima (El Limon y Coquimatlan).

2.3 Papel del Congreso de la Unién

Todo el proceso anterior esta acompafiado por 3 iniciativas recientes de la Camara
de Diputados, la primera para la prohibicion y regulacion del uso de plaguicidas altamente
peligrosos aprobada el 17 de febrero, 2022 y pas6 al Senado para su discusion (Camara
de Diputados, 2022). La segunda iniciativa anunciada el 5 de abril de 2022 donde por
unanimidad (495 votos) fue aprobada para promover la agroecologia y en donde los
agricultores que hagan usos productivos de tierras deben utilizar preferentemente técnicas
agroecologicas (Camara de Diputados, 2022) y la tercera, se refiere a la aprobaciéon de
la reforma al articulo 55 de la Ley de Desarrollo Rural Sustentable, que busca fomentar
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las practicas agrondmicas sustentables en materia de uso de biofertilizantes, plaguicidas
organicos y bioestimulacion de cultivos (422 votos), misma que fue anunciada el 12 de abril
de este afio (2023). (Camara de Diputados, 2023).

2.4 Otras iniciativas

No podemos ignorar y es muy motivante que la agroecologia ha adquirido una fuerza
inusitada en el pais, pues ademas de que en las universidades ya existen licenciaturas de
agroecologia (San Luis Potosi, Yucatan, Chapingo, Veracruz, etc) y maestrias (Ecosur,
COLPOS) se promueven también infinidad de acciones e iniciativas regionales y locales
sostenidas por diferentes grupos académicos, grupos de la Sociedad Civil, organizaciones
campesinas, ONG’S y el movimiento organico nacional respaldado por 215 mil productores
en mas de 700 mil hectareas agricolas y 1 millbn 200 mil hectareas de recoleccion vy
pecoreo de abejas (Gomez y Gomez, 2017) sin utilizar glifosato y ningin agrotéxico.

Con las iniciativas ya mencionadas se augura que en los proximos afos se continte
desarrollando un gran movimiento en pro de la agroecologia en la agricultura mexicana,
y posiblemente en un proceso muy corto represente una soélida y real alternativa para la
produccién de alimentos en el pais. Decimos lo anterior porque el movimiento organico con
miles de productores y alrededor de 700 mil hectareas, ha estado creciendo a tasas del
17% anual del 2000 a la fecha, en esencia sin tener un respaldo decidido de las politicas
publicas hacia dicho sector y sin contar con el respaldo de los centros de investigacion
y de las universidades, consolidandose solo con el apoyo fundamental de los mismos
productores y con sus mismos saberes e intercambios de cursos y talleres entre ellos.

Ahora para el movimiento agroecolégico en nuestro pais existen mejores condiciones
pues hay una politica publica, como se demuestra en parrafos anteriores, que esta orientada
a apoyar que la agricultura mexicana transite hacia la agroecologia.

31 LA EXPERIENCIA DE LA HU’ERTA MADRE GRUPQ “LOS GOMEZ” EN EL
DESARROLL’O DELAINNOVACIONDE NARANJA ORGANICA CON PRINCIPIOS
AGROECOLOGICOS

El Faro Agroecoldgico “Huerta Madre Grupo Los Gdémez”, donde se desarrolla una
innovacion con manejo agroecologico, se encuentra ubicado en el ejido de San Pablo,
Papantla, Ver. Se entiende como Faro Agroecolégico porque es una experiencia que irradia
luz, conocimiento, basada en los principios agroecologicos y sirve de guia para otros
productores interesados en producir de forma diferente.

La transicién a la produccion de naranja organica empez6 hace 19 afos en
una hectarea y nueve afos después se incorporaron 16 has mas, una vez que se fue
encontrando respuesta alternativa a la utilizacion de agrotéxicos. Los rendimientos
se ubican en 36t/ha en promedio, 0 sea 200% mas que el rendimiento nacional de 12t/
ha (SIAP, 2021). La innovacion tecnolégica fue desarrollada en un proceso de ensayo-
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investigacion-accion participativa y con la asesoria de campesinos e investigadores del
Centro de Investigaciones Interdisciplinarias para el Desarrollo Rural Integral (CIIDRI) de la
Universidad Autbnoma Chapingo.

Para avanzar en las acciones de divulgacion, que antes se habia experimentado y
ensayado en el faro agroecolégico, la innovacion se reprodujo y extendio a otras huertas
a nivel local y regional.

La idea central fue transferir los logros de la innovacion tecnologica de la UACh a los
citricultores, organizaciones y grupos de productores de la regién Norte de Veracruz, con
los cuales se tienen convenios institucionales, relaciones de trabajo o se haimpactado en su
produccién con algunas de las précticas agroecoldgicas que se han difundido por el CIIDRI-
UACh. Algunas de las organizaciones mencionadas son; Productores Ecolégicos del Norte
de Veracruz, Citricultores Tihuatecos Asociados, Citricultores Orgéanicos de Chicontepec,
Asociacion Agricola Local de Productores de Citricos del Municipio de Tuxpan, Sociedad
de Productores Organicos de la Huasteca Veracruzana, Taracuan S.P.R de R.L. de C.V,,
Compromiso Agroecolégico S.P.R. de R.L. de C.V., Organicos de Totonacapan, Productores
Organicos del Llano Papanteco, etc.

41 FASESDELA INNOVA(;I(')N DE LAPRODUCCION DE NARANJA ORGANICA
CON BASES AGROECOLOGICAS
La innovacion tecnoldgica ha seguido un camino que hemos denominado

escalamiento de varias fases en un mismo proceso, a saber:

4.1 Fase productiva: manejo organico y agroecoldgico de la naranja

La produccion de naranja organica con enfoque agroecolégico que se ha venido
impulsando en el Norte de Veracruz, en su fase productiva, comprende: 1) Diagnostico
de las huertas, 2) manejo de arvenses (realizandose con técnica manual, equipos
motorizados, coberturas, coberturas muertas y/o manejo de arvenses seleccionadas); 3)
poda (poda de formacién, poda de arboles en produccién, poda de rejuvenecimiento y poda
de amarillamiento); 4) nutricion organica de los arboles (las practicas de conservacion,
remineralizaciéon y mejoramiento de los suelos y las practicas de nutricion foliar); 5) manejo
ecologico de plagas y enfermedades (preparacion de caldos minerales, uso y reproduccion
de microorganismos benéficos y extractos vegetales); 6) fomento de la biodiversidad en las
huertas (al interior y en las barreras de amortiguamiento); 7) Trabajos especiales (Gomez
Cruz, et. al; 2017).

4.2 Fase de orientacién agroecolégica

La agricultura organica es un sistema de produccion que mantiene y mejora la
salud de los suelos, los ecosistemas y las personas; se basa fundamentalmente en los
procesos ecolégicos, la biodiversidad y los ciclos adaptados a las condiciones locales, sin

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 13

167



usar insumos que tengan efectos adversos (Gémez y Gomez, 2022). En la produccion de
naranja orgénica con orientacion agroecolégica, hay un mayor ingreso directo al productor
por la venta de sus productos; los trabajadores laboran en un ambiente sano al no utilizar
insumos de sintesis quimica; hay un trabajo permanente; hay una mejora en la dieta familiar
del productor al poder producir frutas organicas y quelites; y se promueve el consumo de
alimentos sanos en todos los sentidos. Actualmente, el consumidor global es cada vez
mas consciente de la importancia del cuidado del medio ambiente y que el consumo de
alimentos libres de agrotoxicos beneficia la salud.

Los principios agroeocolégicos mas importantes son: conservacion y mejoramiento
de los suelos, uso de recursos locales, fomento de la biodiversidad, reciclaje de nutrientes

e intercambio de saberes.

4.3 Fase colectiva: organizaciéon de productores

La innovacion tecnolégica no solo involucra la cuestion productiva del cultivo,
sino que también comprende la organizacion juridica de los productores, la certificacion
organica y su organizacion para comercializar a un mejor precio la naranja orgéanica. Por
medio de cursos y talleres de capacitaciéon a productores sobre el proceso de produccion de
naranja organica y agroecolégica, se apoya a pequefos productores en: la conformacion
de organizaciones, recorridos de inspeccion interna a los integrantes de las organizaciones,
capacitacion a personal del sistema de control interno de las organizaciones certificadas
como organicas, reuniones con organizaciones organicas y empresas jugueras para buscar
la comercializacion de naranja organica. Asi mismo, se integran a estas actividades y se

capacita a nuevos productores o grupos de productores interesados.

4.4 Capacitacion a técnicos

Durante el proceso de capacitacidon, constantemente se analiza y se discute sobre
la revision del material bibliogréafico, las practicas que se realizan en campo para percibir
el avance en el plan de capacitacion y para proponer nuevos temas en los que hiciera falta
reforzar conocimientos, habilidades, actitudes y valores. La importancia de las reuniones
de analisis y discusion radica en que las técnicas/os se involucran mas, asimilan mejor la
informacion, y son mas criticos. Simultaneamente se enfatiza en el desarrollo de habilidades
para sintetizar informacién para elaborar informes, tripticos, carteles, fichas técnicas de
bioinsumos, etc. Durante el proceso también existen intercambio de experiencias entre
los compafieros técnicas y técnicos y con los productores. Lo/as técnicas/os comunitarios
aportan en la formacion de los técnicos/as agroecélogos pues conocen muy bien la region,
el manejo del cultivo de la naranja, conocen la idiosincrasia de los productores, y los
recursos locales, etc.
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4.5 Fase de extensionismo: difusién y capacitacion

El éxito obtenido en la innovacion de la produccion de naranja organica con enfoque
agroecologico en la fase productiva, social y colectiva o comercializacion dio paso a la
busqueda de la masificacion de produccién de naranja orgéanica en el Norte de Veracruz.

La fase de extensionismo, difusion y masificacion de la produccién de naranja
organica se realizan mediante: platicas de induccién a la agricultura orgéanica, visitas
al Faro Agroecologico “Huerta Grupo Los Gomez” y a otras huertas de avanzada en lo
agroecologico, recorridos de campo, cursos, talleres, seguimiento técnico, difusion en

diversos medios, entre otros.

51 ESCALQNAMIENTO AGROECOLOGICO O MASIFICACI()N DE LA
PRODUCCION DE NARANJA ORGANICA-AGROECOLOGICA EN EL NORTE
DE VERACRUZ

Se utiliza este concepto de masificacion, escalonamiento o escalamiento
agroecologico, para dar a entender que trabajamos con mas de 1000 productores/as. A
continuacién se presentan los resultados de estudio de caso: los Proyectos CONACyYT N.°
321118 (2022) y CONAHCYT 322600 (2023-2024)

5.1 El proyecto 321118

“Plan de manejo integral para la sustitucién de glifosato en el cultivo de naranja
valencia (Citrus sinensis L. Osbeck) en el Norte de Veracruz”, financiado por el CONACYT,
tuvo por objetivo contribuir en la cruzada nacional donde las nuevas politicas hacia el campo
son propicias para promover alternativas para el manejo de arvenses que coadyuven en el
proceso de transicion agroecolégica hacia la sustitucion del glifosato.

Uno de los objetivos del CONACYT es contar con un ejemplo exitoso de produccion
libre de Glifosato a través de las acciones que se estan llevando a cabo en el Centro
de Investigaciones Interdisciplinarias para el Desarrollo Rural Integral (CIIDRI) de la
Universidad Auténoma Chapingo. EI proyecto plante6 el trabajo con 2 587 productores
de naranja tardia, con superficies menores de 10 ha por productor, de los municipios de
Alamo Temapache, Tihuatlan, Papantla, Castillo de Teayo, Cazones de Herrera, Ixhuatlan
de Madero y Chicontepec. Estos municipios son los més importantes ya que representan el
62% de la produccion de naranja en la Zona Norte de Veracruz. Y este estado aporta mas
del 50% de la produccién de naranja valencia del pais (SIAP, 2021).

La esencia del proyecto es transitar a la agroecologia utilizando practicas
agroecologicas con productores interesados en dejar de emplear agroquimicos, en
especial los herbicidas con ingrediente activo “Glifosato”. Los productores participantes se
han comprometido a no usar herbicidas en por lo menos el 20% de su parcela, sembrar
alguna leguminosa como cobertura para el manejo de arvenses en por lo menos el 5% de
su unidad de produccion y utilizar una de las 25 practicas agroecoldgicas propuestas por
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el proyecto en un esquema de eco-condicionalidad.

El trabajo de vinculacién y extensionismo se realiz6 con 20 compafieras y técnicos
agroecologicos egresados de las universidades, y 10 técnicos y técnicas comunitarias
(productores lideres) quienes trabajan de la mano con grupos de productores promoviendo
las practicas agroecologicas para la sustitucion de los herbicidas. Los técnicos
agroecolodgicos fueron capacitados por 3 meses en la Huerta Madre “Grupo Los Gomez”
bajo la metodologia de investigacion-accion participativa propuesta por (Méndez, et. al.,
2018), sobre todo haciendo énfasis en la generacion de habilidades practicas en el cultivo
de naranja y practicas agroecolégicas, asi como en los valores de humildad, sencillez y
compromiso social. La importancia de la capacitacion de los técnicos es hacerla en contacto
directo con la realidad, coincide con lo mencionado por (Caporal y Costabeber, 2009) como
elementos imprescindibles en la extension rural con enfoque agroecolégico de acuerdo con
la experiencia de Brasil, uno de los paises lideres en este campo.

También se instrument6 un esquema de asistencia técnica virtual complementaria
con un teléfono 911 agroecoldgico con apoyo de varios catedraticos expertos en la
agroecologia. Adicionalmente, se tiene contemplado el monitoreo y evaluacion del efecto
de las préacticas agroecologicas en la remediacién del entorno y analizar la validez del
proyecto para hacerlo replicable en otras regiones y también en otros cultivos del pais, todo
ello llevado a cabo por el CIATEJ A.C. perteneciente a CONACYT.

'\Hﬂl;zrrz Tihuatlan, Chicontepec Alamo
Cazones 'y e
Fli_r;sp 0 Papantla Castillo de Ixhuatlan de 'Zl'gnm:ﬁacge, Total
Gémez” Teayo Madero y
Numero de
comunidadesy | 74 73 76 76 299
| ejidos sensibilizados
Numero de
productores 2025 859 1,761 915 1815 7375
sensibilizados.
Numero de
sgj’ig:gtc‘)’sre: -------- 566 516 516 989 2587
Numero de
ngggigfnseﬁ dasano | 793 890 677.32 1,180.43 3540.75
utilizar glifosato
Numero de
hectareas | 15 447 12 49.45 523.45
sembradas con
leguminosas.
Numero de hombres 406 2029
) : 403 hombres | 425 hombres | 795 hombres
y mujeres validados | --------- hombres . . . hombres
o seleccionados. 160 mujeres 113 mujeres 91 mujeres 194 mujeres 558 mujeres
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Numero de

productores | eeeeeeeee 215 137 501 102 955
indigenas

Asistencia virtual 1953

(911 agroecoldgico) | -=-==--=-- [ =memmemmem [ emeemeeee e e productores
Cel: 232 123 8998 Atendidos
Porcentajes de

productores | ---m-ee-- 37% 26% 97% 10% 37%
indigenas.

Cuadro 1. Resultados proyecto Conacyt No. 321118 en el Norte de Veracruz 2022.

Fuente: Elaboracion propia, 2022.

Los productores que participan activamente en el proyecto son 2586 con una
superficie promedio de 5 ha por productor. Los datos nos indican que, para el primer
afo del proyecto, el 27% de su superficie de naranja esta comprometida para no utilizar
Glifosato, no s6lo este insumo, pues las practicas agroecologicas en las cuales se les esta
capacitando incluyen también una reduccion drastica de otros agrotoxicos.

La atencion consiste principalmente en el trabajo mano a mano de productores,
técnicos agroecologos y técnicos comunitarios en 299 comunidades y ejidos. Los datos del
cuadro 1, ilustran que el 35% de los citricultores productores de naranja tardia del Norte de
Veracruz estan interesados en dejar de utilizar agrotoxicos, por lo que se requiere especial
atencion para su formacion en las practicas agroecolégicas.

El proyecto mantiene un enfoque eminentemente social y de género, pues se trabaja
con pequefos productores(as) y el 37% del total pertenecen a un grupo indigena (nahuas,
totonacos y otomis). Y también se trabaja con el 21.5% del total que son mujeres que estan
al frente de sus unidades de produccion.

Es importante comentar que para finales del 2022 ya existia en el Norte de Veracruz
una superficie de siembra de leguminosas, que no es despreciable, y que corresponde al
14.7% de la superficie incluida en el proyecto.

Al utilizar la soya forrajera (Glycine sp) para el manejo de arvenses en parcelas
entre 2 y 16 afos de establecida se encontro que representa sélo $1,017 pesos de costos
en promedio, en comparacion con el uso del glifosato que tiene una erogacion de $3,760
pesos. Es posible que la utilizacién de leguminosas en el cultivo de naranja, citricos y
otros frutales sea mas econémica en comparacion con el glifosato para el manejo de las
arvenses como demuestra la experiencia en 7 huertas analizadas. Cabe resaltar que el uso
de Glifosato trae efectos nocivos al suelo, al medio ambiente y a la salud humana, como esta
cientificamente y repetidamente demostrado. Por el contrario, las leguminosas, ademas de
ser mas economicas, representan 27% del costo si se utilizara glifosato, proporcionan una
gran diversidad de bondades y ventajas que se sintetizan en apoyar la nutricion del cultivo,
conservacion de la humedad, brindan un mejor habitat para los microorganismos benéficos,

en lugares de laderas se evita la erosion de los suelos y mejora su estructura, y por si
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fuera poco, tienen usos multiples para forraje de bovinos, ovinos y aves. También algunas

leguminosas juegan un papel importante para la alimentacién humana.

5.2 El Proyecto 322600

En los primeros 4 meses del afio 2023 presenta los siguientes resultados (Ver
cuadro 2).

Se atienden actualmente 253 comunidades con un total de 2771 productoress/as,
cabe mencionar que de los productores incorporados al proyecto 2022 se tiene una ausencia
del 14% (enfermos, fallecidos, participan en otros programas, tienen trabajos fuera de la
comunidad, migrantes, errores en la seleccion de productores, etc). Sin embargo, se han
acercado otros productores para participar en su capacitacion de practicas agroecolédgicas
y representan 22% de los participantes del afio 2022.

La capacitacion agroecoldgica se esta cubriendo con la imparticion de 203 talleres,
en solo 4 meses de operacion del proyecto.

Como se aprecia en el Cuadro 2 se ha avanzado en la seleccion de productores
y grupos de productores para instalar 454 parcelas demostrativas y 48 laboratorios
artesanales de las 900 parcelas planteadas para comprobar en 2024, y de un total de 60
laboratorios que se tienen contemplados.

Para septiembre de 2024, el avance de la substitucion del herbicida Glifosato en el
manejo de arvenses es lograr la meta de 10 mil hectéareas.

Region |
Yl . Region VI
Alamo fiegion IV | Region v ixhuatian
. ’ | Chicontepec | de
Region 11l | Cazones
e Madero- | Total
Papantla |y Ixhuatlan d = ]
Castillo xhuatlan de | Francisco
de Teavo Madero Z. Mena-
Y Pantepec
Nur_nero de cqm_unldades 65 75 55 32 26 253
y ejidos sensibilizados
Nimero de productores | g, 527 420 245 217 2211
de seguimiento
Nuevos productores 52 124 16 127 241 560
sensibilizados
Imparticion de talleres
sobre elaboracion de
bioinsumos (Agua
de vidrio, magro, 78 29 39 20 37 203
microorganismos
de montafa, caldo
sulfocalcico, caldo de
L ceniza, etc)
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Taller de poda 1 28 13 2 3 47

Taller de manejo y
mantenimiento de 26 5 1 2 34
desbrozadora
Sensibilizacion y platicas
de Difusion del proyecto | 9 10 || 14 33
322600

Productores interesados

en establecer parcelas 197 80 81 46 50 454
| demostrativas

Numero de laboratorios
artesanales definidos

16 8 8 8 8 48

Cuadro 2. Resultados 2023 proyecto CONACYT No. 322600: “Manejo agroecoldgico para la sustitucion
de glifosato y otros agrotoxicos en naranja valencia, citricos y sus cultivos asociados en el norte del
estado de Veracruz y noreste de Puebla.”

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

5.3 Asistencia Técnica y difusion virtual

Se da un espacio especial al teléfono que hemos llamado 911 Agroecolégico y
Asistencia Técnica y Difusion Virtual, por ser una de las estrategias del proyecto, que
consiste en brindar asistencia técnica y difusiébn a los productores mediante las redes
sociales, como complemento a la capacitacion para la transicién agroecolégica, apoyando
y dando seguimiento a sus dudas.

En cuanto a difusion, por WhatsApp se enviaron 62 materiales a un total de 760
productores; en Facebook se compartieron 7 boletines informativos, compendios de
casos exitosos y actividades en las regiones, con un total de 86,832 visualizaciones. Esta
estrategia, permitié a los productores, recibir informacion y complementar las actividades
del proyecto. La difusion de informacion cientifica debe ser acorde al nivel cultural de
los productores para que puedan comprenderla; resulta interesante la participacion de
productores de la tercera edad, que utilizaron y se interesaron en patrticipar en las redes
sociales.

Al respecto se concluye: 1.- Aprovechar la importancia de las redes sociales como
herramienta para apoyar la difusién de la informacion, el intercambio de conocimientos,
la asistencia técnica y la entrega oportuna de las recomendaciones e innovaciones a
los citricultores. 2.- La asistencia técnica y difusion virtual funcionaron como puente
de acercamiento directo con las y los citricultores del norte del estado de Veracruz,
implementando un lenguaje sencillo, difundiendo material de manera continua y oportuna.
3.- Es importante que las instancias de gobierno, programas y proyectos publicos y/o
privados, potencialicen el uso de estos medios para comunicar su informacién a los
productores logrando asi que el conocimiento generado por los centros de investigacion
pueda llegar a otros espacios y no Unicamente a los investigadores y técnicos. 4.- Resulta
interesante la exploracion de un proyecto técnico con productores campesinos, con un

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 13

173



promedio de 60 afios de edad, que ademas de participar en forma exitosa en las redes
sociales, incorporaron el intercambio de experiencias y saberes entre ellos, es decir, las
utilizaron y se apropiaron de estas. 5.- La incorporacion de las redes sociales permitieron
masificar la informacion porque nuestro proyecto, en forma tradicional, antes llegaba a
menos de 1, 000 personas, y ahora en solo tres meses, al utilizar las redes sociales, se
rebasaron las 82, 000 visualizaciones, no solo llegando la informacion a los productores de
la region, sino también a otras regiones y a otras personas, aunque no estén incorporadas

en el proyecto.

61 PROBLEMAS DE LA TRANSICION AGROECOLOGICA EN MEXICO

Existen una serie de problemas a los cuales se enfrentan los cambios que propone
la Cuarta Transformacion para el campo, en un proceso de transitar de la Revolucion Verde
hacia la agroecologia, a saber:

1) El arraigo de la utilizacién de agrotoxicos por los agricultores. 2) El segundo
problema se refiere al tiempo asignado para la instrumentacion del decreto presidencial
contra el glifosato. 3) El tercer problema es la falta de capacitacion agroecolégica de los
técnicos involucrados en los programas federales, estatales y municipales. 4) El cuarto
problema se refiere a los excesivos procedimientos burocraticos en los programas
gubernamentales. Y el quinto problema es la oposicion de la agricultura industrial al cambio.

71 CONCLUSIONES

1. A pesar de los grandes problemas que significa el cambio, hoy en México existen
mejores condiciones que en cualquier otro momento histérico para promover y
desarrollar un gran movimiento exitoso en pro de la agroecologia. Lo anterior se
fundamenta en que existen programas oficiales, estatales, municipales y miles de
iniciativas que estan participando actualmente en una transicién agroecoldgica en
el pais.

2. Existen problemas plenamente identificados que estan frenando el proceso de
transicion agroecolégica y deben ser resueltos en forma pronta para no entorpecer
el cambio de la transicion de la Revolucion Verde hacia la Revolucién Agroecolbgica
en marcha.

3. Si nuestros abuelos sin los agrotoxicos lograron que nuestro pais fuera
autosuficiente en la produccion de alimentos durante muchas décadas, ahora también
se podra lograr, dado que existe una politica oficial de transicion agroecologica,
utilizando los saberes campesinos, y los nuevos conocimientos de la ciencia.
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RESUMO: Sabe-se que as células-tronco
representam um enorme avango na ciéncia
e que atualmente sao utilizadas para o
tratamento de diversas patologias de uma
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maneira mais rapida e eficiente. Células-tronco sé@o células indiferenciadas, podendo se
diferenciarem em uma vasta gama de células. Atentando-se a isso, os avangos na medicina
veterinaria tornaram possivel a utilizagéo de células-tronco para o tratamento de lesGes em
equinos. Pela grande importancia econémica desses animais, principalmente os dedicados
ao esporte, o desenvolvimento de pesquisas a respeito da utilizagcdo de células-tronco em
patologias recorrentes nesses animais como a desmite e a tendinite tornam-se extremamente
relevantes. O objetivo deste trabalho foi reunir informagbes e revisar artigos cientificos
visando esclarecer duvidas a respeito desta utilizagéo e suas aplicagbes. A pesquisa tem
carater informativo e qualitativo. Os resultados apontam um grande potencial na utilizacdo de
células-tronco provenientes do tecido adiposo no tratamento de injurias referentes ao sistema
articular e esquelético.

PALAVRAS-CHAVE: células-tronco; equinos; tendinite; laminite

USE OF MESENCHYMAL STEM CELLS IN THE TREATMENT OF DESMITIS
AND TENDINITIS IN HORSES - A BIBLIOGRAPHIC REVIEW

ABSTRACT: It is known that stem cells represent a huge advance in science and that they
are currently used for the treatment of various pathologies in a faster and more efficient way.
Stem cells are undifferentiated cells that can differentiate into a wide range of cells. Bearing
this in mind, advances in veterinary medicine have made it possible to use stem cells to
treat injuries in horses. Due to the great economic importance of these animals, especially
horse athletes, the development of research on the use of stem cells in recurrent pathologies
such as desmitis and tendinitis become extremely relevant. The objective of this work was to
gather information and review scientific articles in order to clarify doubts about it's use and
applications. This research is informative and qualitative. The results point to a great potential
in the use of stem cells from adipose tissue in the treatment of injuries related to the joint and
skeletal system.

KEYWORDS: stem cells; horses; tendinitis; laminitis

11 INTRODUGAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) representam uma rara subpopulacdo das
células-tronco da medula 6ssea com capacidade de expansdo mitética in vitro, sendo
consideradas multipotenciais e podendo se diferenciar em diversos tipos de tecidos com
origem mesodérmica (LIMA NETO, 2010). As CTMs apresentam como caracteristica
atividade imunossupressora, evitando assim efeitos adversos relacionados a rejei¢do entre
o material infundido e o hospedeiro (SOUZA et al., 2010). Ademais, podem ser encontradas
em diversos tecidos, como medula 6ssea, tecido adiposo, sangue do cordao umbilical, fluido
amnio6tico, placenta, polpa dentaria, tendées, membrana sinovial e musculo esquelético
(GADE et al., 2012).

Na medicina equina, os estudos com CTMs estao restritos ao tratamento de alguns
tecidos como tendao, ligamento, além de fraturas e lesdes articulares (MAIA et al., 2013).
Segundo o Complexo do Agronegécio do Cavalo no Brasil esses animais ao serem
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utilizados como atletas movimente cerca de 5,84 bilhdes de reais. Desse modo, € esperado
um desempenho superior desses animais que aumenta consideravelmente o aparecimento
de patologias e lesdes relacionadas as atividades esportivas pela rigidez dos treinos a que
sdo submetidos (RESENDE, 2005). Tais lesdes possivelmente podem ser tratados através
da utilizacdo de células-tronco mesenquimais, se mostrando uma estratégia promissora
(BORJESSON; PERONI, 2011).

Dado o exposto o presente trabalho objetiva apresentar uma revisédo de literatura
referente a utilizacdo de células-tronco no tratamento de afec¢des locomotoras desses
animais, ja que condicbes como essas sao recorrentes em equinos atletas que representam
um segmento de grande importancia econémica.

2| CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Existem, de modo sucinto, dois tipos de células-tronco; as extraidas de tecido
embrionario e as retiradas de tecidos adultos, mais usualmente da medula 6ssea, que séo
fontes de CTMs (BYDLOWSKI et al., 2009). As células-tronco mesenquimais, apresentam
potencial regenerativo, proliferativo e de diferenciacdo, fatos que geram interesse de
pesquisadores por seu potencial na aplicabilidade médica e baixo risco de rejeicdo (ALVES
etal., 2017).

A medula 6ssea é a principal fonte para a obtencédo de CTM, porém o tecido
adiposo vem ganhando grande destaque em funcdo de uma série de vantagens, como
a possibilidade de ser extraido em quantidades abundantes, por meio de cirurgias que
apresentam baixos indices de mortalidade (FUOCO et al., 2016). Ademais, segundo Bravo
et al (2012), o uso de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo se mostrou uma
opcao confiavel para utilizagdo na terapia celular em equinos para o tratamento de injurias
no sistema locomotor.

Em vista do exposto, reforga-se mais uma vez que o transplante de CTM surge
como uma nova opg¢ao terapéutica com grande potencial de aplicabilidade no reparo e
regeneracéo de 6rgaos e tecidos lesados (FUOCO et al., 2016). Sendo assim, é necessario
pontuar que a falta de estudos mais aprofundados sobre os métodos de expansdo em
cultura e marcadores especificos para o acompanhamento de células-tronco que visam
avaliar o sucesso da terapia ainda & um problema que precisa ser solucionado (BRAVO et
al., 2012).

31 APLICACAO EM EQUINOS

Aindustria equina é um setor de grande importancia econdémica, sendo as condi¢cdes
musculoesqueléticas de uma grande relevancia nesses animais (CEQUIER et al., 2021).
A medicina esportiva equina obteve um consideravel avan¢o nas ultimas duas décadas,

com destaque em diferentes areas de atuagdo veterinaria, principalmente na inovagéo
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de conhecimentos acerca do condicionamento fisico de equinos preparados para provas
esportivas (WILSON et al., 2018). Essas condi¢des, que predispdem frequentemente a
circunstancias de esforgo excessivo, principalmente em solo inadequado, culminam em
graves lesdes locomotoras, muitas das quais sdo de carater irreversivel (JUNIOR, 2015).
A perda da funcao fisiologica do tecido musculoesquelético pode ser o fim da
carreira e, potencialmente, da vida dos cavalos (LOPEZ; JARAZO, 2014). A capacidade
limitada de cicatrizacdo de ligamentos, tenddes e cartilagens levou ao interesse em
terapias alternativas que buscam restaurar a estrutura e funcdo desses tecidos utilizando
os proprios mecanismos do corpo (CEQUIER et al., 2021). E nesse contexto que vem
surgindo diversas pesquisas que buscam tratar de forma eficiente as les6es ocasionadas
pelo uso excessivo do sistema locomotor, tendo um grande destaque a terapia celular.
Entretanto, ainda segundo Lopez e Jarazo (2014), é necessario abordagens padronizadas
para necessidades clinicas especificas que séo validadas com procedimentos estabelecidos
que contribuirdo para avangar no progresso no campo da medicina regenerativa equina.

41 DESMITE

A desmite é uma das doencas do sistema musculoesquelético que mais interfere na
performance esportiva do equino, representando uma das principais causas de claudicagéo.
Resumidamente consiste em uma inflamagé@o dos ligamentos, sendo a mais comum no
ligamento suspensor do boleto (GARBIN, 2012). A fungéo dos ligamentos é conduzir carga
com minima deformacéo e perda de energia. Quando o tecido é submetido a uma forca
apresenta uma resposta linear, entretanto, quando a forga é continua gera a formagéo de
micro lesdes das fibras, podendo evoluir para lesbes maiores e mais graves (GARBIN,
2012).

As lesbes ligamentares sdo causadas por diversos fatores, incluindo hipertermia,
resultante da dispersdo de parte da energia do movimento em calor, podendo ou néo
causar danos na matriz (RICHTER, 2010). Os sinais clinicos contam com o aumento da
temperatura local, edema, dor na palpacgéo e claudicac¢do, podendo variar de acordo com
0 estagio evolutivo da lesdo (SCHWARZBACH et al., 2008). Para seu diagnéstico, exames
clinicos e ultrassonograficos se mostram eficientes nesse contexto (HAWKINS et al., 2021).

Segundo Garbin (2012), apesar de cicatrizado, o tenddo desenvolve um tecido
inferior com estrutura e composi¢éo anormal. Com isso, a terapia celular vem sendo bem
aceita em tratamentos de les6es ligamentares e tendineas (GARBIN, 2012). Ainda segundo
Garbin (2012), a implantagéo de células-tronco tem como objetivo reduzir a inflamagao,
formar o minimo de tecido cicatricial possivel e restaurar a estrutura funcional do tecido. O
tecido adiposo € uma fonte abundante e acessivel de células-tronco, fator que justifica a
relevancia da utilizagéo de terapia celular envolvendo essa fonte, em casos de patologias
como a desmite (CARVALHO et al., 2011).
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51 TENDINITE

Os tenddes sdo constituidos de tecido conjuntivo denso modelado composto
por fibras colagenas (MULLER, 2013). Séao tecidos resistentes e flexiveis que unem os
musculos aos 0ssos, fornecendo for¢ca de contragdo muscular e promovendo a locomogao
(THOMASSIAN, 2005).

Atendinite é a inflamacéao do tecido tendineo e acomete equinos que séo submetidos
a esforcos exagerados, causando distensdes nas fibras e podendo apresentar rupturas
(THOMASSIAN, 2005). Essa inflamacao causa diminuicdo do desempenho, afastamento
do animal de suas atividades e em casos mais graves, a eutanasia (GOODSHIP, 1992). As
principais preocupacgdes associadas a estas doencas sdo os prejuizos econdmicos, o longo
periodo de recuperagdo, ocorréncia de recidivas e, em alguns casos, a impossibilidade do
retorno a atividade fisica do equino (PINTO, 2015).

As terapias convencionais tém demonstrado um processo de cicatrizagédo lento e
pouco resistente, o que levou ao desenvolvimento de novas terapias que promovem a
regeneracédo do tecido em menor tempo (PINTO, 2015). Desse modo, o uso de células-
tronco no tratamento tem reduzido o periodo de recuperagdo, e em alguns casos tém
eliminado a necessidade de cirurgias, além de resultar em reparag¢des de melhor qualidade
(SOUZA; REGINA, 2009; TEIXEIRA, 2019 ).

Quando introduzidas no local da leséo se diferenciam e produzem matriz apropriada
para a reparacgéo do tecido lesionado (TEIXEIRA, 2019), promovendo maior alinhamento
das fibras e maior percentual de redugéo da area lesada (OLIVEIRA et al., 2011).

No entanto, apesar dos diversos beneficios, mais estudos controlados séo
necessarios para mostrar eficacia no que diz respeito a otimizagéo do reparo de tenddes e
ligamentos para permitir o uso dessas células com sucesso (ALVES et al., 2011).

61 CONCLUSAO

Em concluséo, pode-se afirmar que a crescente expansao do mercado esportivo
utilizando equinos abriu caminhos para pesquisas sobre a manipulacéo de células-tronco
no tratamento de lesdes tendo ligamentares e osteoarticulares nesses animais, ja que
o surgimento de patologias em cavalos atletas € comum, pelo grande esforco fisico e
estresse a que sao submetidos, e se revelaram promissoras, tornando o tratamento de
medicina regenerativa com células-tronco mesenquimais uma estratégia prospera para
curar doencgas ortopédicas comuns em equinos. A importancia do estudo das células-
tronco se da pela capacidade de auto renovacao e diferenciagdo destas, dando potencial
regenerativo a tecidos lesionados e conferindo um leque de possibilidades quanto a sua
aplicabilidade médica. Contudo, é fato que ainda faltam estudos e aprofundamentos
cientificos sobre a utilizacdo de células-tronco mesenquimais, visto que maior parte do
investimento e interesse foca na medicina humana, sendo o conhecimento veterinario
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ainda muito limitado sobre este assunto.
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ABSTRACT: Human being developing in
all society models has generated a variety
of by-products that can still be useful into
circularity framework. Agro-industrial activity
produces huge volumes of by-products. In
this regard, poultry feather, grape pomace,
rice husk and wheat middling are good
examples. For this reason, they were
tested as monodiet on Artemia biomass
production. They were grinded, dehydrated
up to 10% wet and then micronized (38
microns). In case of feather, it was prepared
as hydrolysed and non-hydrolysed way.
A simple quasi-experimental  design
completely randomized was proposed.

Data de aceite: 02/10/2023

Four treatments with three replicates
were performed. Ten thousand hatched
nauplii were seeded into one liter bottle
with filtered seawater aerated constantly.
Feeding suspension (50 g/L) were prepared
with each monodiet. Artemia was fed on
keeping 15 cm of turbidity in each unit.
Best biomass increase production, specific
grow rate, survival and feed conversion rate
were obtained in general by poultry feather
and in specific by hydrolysed feather with
significant differences. As a consequence,
it can be concluded, that agri-food by-
product specially poultry feather can be
converted in high animal protein quality with
easy digestibility through Artemia biomass
production.

KEYWORDS: Artemia biomass, agri-food
by-products, high animal protein quality

VALORIZACION DE
SUBPRODUCTOS
AGROALIMENTARIOS PARA
PRODUCIR PROTEINA ANIMAL
DE ALTA CALIDAD, BIOMASA

DE ARTEMIA AESCALA DE
LABORATORIO
RESUMEN: EI desarrollo humano en
cualquier modelo de sociedades ha
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generado variados tipos de sub-productos que pueden ser utilizables en el marco de la
economia circular. Un grupo de ellos son originados en grandes cantidades por la actividad
agroindustrial. En el marco del presente estudio, se trabaj6é con plumas de la crianza de
pollos, orujo de vino, harinilla de cascara de trigo y de cascara de arroz. En este contexto, se
plante6 evaluar la produccién de biomasa de Artemia, alimentadas con estos subproductos
agroindustriales. Primero, se deshidrataron hasta alcanzar 10% de humedad y luego
micronizaron. Se propuso un disefio cuasi-experimental simple completamente al azar. Se
trabajaron cuatro tratamientos con tres réplicas cada uno. Se colocaron diez mil nauplios en
botellas con un litro de agua de mar filtrada y con aire permanente. Se prepar6 una suspension
con cada monodieta (50 g/L) y se suministr6 manteniendo 15 cm de turbiedad en cada unidad.
En general, ambas monodietas de plumas obtuvieron los mejores aumentos de biomasa,
tasa de crecimiento especifico, supervivencia y conversion alimenticia; y en especifico la
monodieta de plumas hidrolizada con diferencias significativas. En consecuencia, se concluye,
que los sub-productos de la agro-industria pueden ser convertidos en proteinas animales de
alta calidad, de facil digestibilidad, mediante la produccioén de biomasa de Artemia.
PALABRAS CLAVE: Artemia biomasa, subproductos agroalimentarios, proteina animal

11 INTRODUCTION

Traditionally, Artemia spp. is known by their cyst products. Its hatched nauplii has
been used by Seale since 1933. For many years, nauplii were used as food for initial larvae
phase of many species, mostly fish and crustaceans. However, because shortage of cyst
supply and its increasing demand, many users have changed to Artemia biomass produced
mostly outdoor environments (Baert et al., 1996; Baert et al., 1997; Zmora et al., 2002; Van
Hoa et al., 2011) and also in indoors (Zmora and Shpigel, 2006). Additionally, since several
years ago, Artemia biomass started to use inducing ovarian maturation of shrimp, mostly by
China, Southeast Asian countries and then, some Latin-American countries (Naessens et
al., 1997; Wouster et al., 1998; Balachandar and Rajaram, 2019).

To produce Artemia biomass, live feed is used as several species of microalgae,
yeasts and bacteria (single-cell protein) as well different types of inert monodiets coming
from agricultural by-products like brans (from rice, wheat, corn, soybean, etc) (Sorgeloos
and Persoone, 1975; Sorgeloos, et al., 1980; Sorgeloos et al., 1986; Ownagh, 2015).
Production on microalgae has high costs and laborious tasks (Coutteau et al., 1992; Lavens
and Sorgeloos, 1996; Naegel, 1999), while inert diets are cheaper. Ogburn et al., 2023
has made a review on agriculture wastes for brine shrimp Artemia production, where it is
mentioned a variety of inert raw ingredients used as mono or mixed diets. In this sense,
there are several other agricultural by-products that are not used yet, as poultry feather or
grape pomace which represent huge quantities of agri-food by-products all over the world.

Related to poultry feather could be represented up 10% of the total bird weight
according to Jamdar and Harikumar, 2005 and Lasekan et al., 2013 (Martinez et al., 2015).
This ingredient has been rarely incorporated in aqua feeds. Feather is a protein source of
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poor quality, containing about 85,09% of crude protein as keratin, and is deficient in essential
amino acids (lysine, methionine, histidine and tryptophan). Keratin is poorly digestible when
raw. This highly polymerized protein contains about 8% cysteine, a sulphur amino acid
that makes strong disulphur bonds between each other within the primary structure and
contributes to the folding of the chain into secondary structures (alpha-helix and beta-sheet
in a ratio of 2:1). While this makes raw feathers light, durable, and unable to stretch (unlike
hair), it also makes feather keratin undigestible (digestibility < 5%) (Papadopoulos, 1985;
Kornillowicz-Kowalska et al., 2011) (Heuzé, 2020). Nevertheless, protein hydrolysates
have been reported as a source of short peptides and certain amino acids that can be
absorbed easily, contributing to enhance animal growth. (McCalla et al., 2010). Thanks to
hydrolysation process, feathers can be incorporated up levels of 8%. Higher of this value,
there is no better results. (Tacon, 1989)

For those reasons described, it is necessary to hydrolyze feather meal in order to
transform it into a valuable source of protein in animal feeding (El Boushy et al., 1990). A
thorough hydrolysis under controlled conditions under pressure cooking destroys disulphur
bonds between amino acids and convert feathers into hydrolised feathers.

Only in Chile is generated 20 248 tons of poultry feather/year (APA, 2020). In the
case of grape pomace, in 2019, it was produced 620 815 tons/year (SAG, 2021; FEDNA,
2019). For ricehulk, among 32 and 40 ton/year (Mundoagro, 2020) and for wheat middling,
240 mil ton/year (ODEPA, 2018). The non-utilization of those by-products not only produce
loss of potentials revenue but also leads to increasing its cost of disposal.

Based in all reviewed, in order to profit discarded agri-food by-products and
considering that Artemia is a very primitive animal, it is proposed to valorize comparing
poultry feather, ricehusks, grape pomace and wheat middling, transforming them into a
very high-quality protein, easy to digest and with a good amino acid profile through Artemia
biomass production at lab scale.

21 MATERIALS Y METHODS

Artemia GSL strain was used for all treatments. They were incubated using standard
techniques (Sorgeloos et al., 1986). After hatch, nauplii were transferred to twelve inverted
plastic bottles, with cut-off bottom at a stocking density of 10000 individuals. Each bottle
contained 1 liter of aerated and filtered seawater (salinity: 35 g/L). Water was renewed
(0,5L) every three days and water temperature was kept constant at 25°C. For this purpose,
all bottles were set into thermal bath tanks. Cultures were exposed to continuous light and
aeration. Dissolved Oxygen concentration was averaged 6,87 +/-0,22 mg/L and pH 8,26+/-
0,05.

Quasi-Experimental design proposed was a simple completely randomized. Five
treatments were done: rice hulk (RH), hydrolysed feather (HF), non-hydrolysed feather
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(NHF), Grape pomace (GP) and wheat middling (WM). Each one with three replicates.

All monodiets were prepared from raw agri-food by products: rice husk, poultry
feather, grape pomace and wheat middling (Table 1). All of them was set into oven(60°C)
until moisture reach 10%. Only feather was grinded and pre-treated under steam pressure
for 30 minutes at 143°C under 3 atm; then dried for 5 hours at 60 °C. Each ingredient
was micronized into a centrifuged mill (Retsch ZM200) and then sieved under 38 microns
(Dobbeleir et al., 1979). Feed powder of each ingredient was suspended-50 g/L- into
distillated water and kept under aeration and refrigeration. Feed suspension was supplied
with graduated pipet until 15 cm of turbidity of culture water and quantity was registered
(Bossuyt and Sorgeloos, 1980). After three days, turbidity was checked every hour.

Nutrients Rice husk Poultry feather Grape pomace Wheat middling
Dry matter 94,06 95,07 94,37 89,55
Protein 3,06 87,86 14,47 16,78
Lipid 0,17 3,18 6,08 4,41
Carbohydrate 34,26 3,69 60,38 67,82
Fiber 30,88 1,09 9,69 5,79

Ash 31,63 4,18 9,38 5,20

Table 1.- Composition of monodiets (%) used as feed

Wet Biomass (g/L) was weighed at beginning and after ten days, final wet biomass
was measure again. Calculations of biomass increasing (mg/L and %) was done by
differences between final and initial biomass wet weight. Specific growth rate was obtained
as Lavens and Sorgeloos, 1991.

SGR = (Ln Final weight — Ln initial weight) / culturing period

Density (ind/L) was measure at initial and end of culturing period. These data were
used for survival calculation. Survival (%) = [(Final density — Initial density) / initial density]*
100.

Feed conversion rate (FCR) = Food (g/L dry weight inert diet) / Artemia biomass
increasing (g/L)

Normality test (Kolmorov-Smirnoff) was applied. Then, data were analyzed by one-
way ANOVA and media comparison test (Tukey) with a probability of 0,05. Minitab v.19
statistical software was employed.

31 RESULTS

In this study, from five monodiets, (Table 2) the best result was obtained by
Hydrolysed feather (HF), in biomass increase (%), survival (%) and feed conversion rate.
These comparisons result in a very high statistical difference. Additionally, under means

comparison Tukey tests between treatments, in variable biomass increasing (%), all
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monodiets presented differences between them, one each other. The best results were for
HF (3416,7+33,33) and NHF (1191+45,5), observing three folded in favor of HF. Both were
highest on the other monodiets tested (wheat middling-WM, grape pomace-GP and rice
hulk-RH) showing from 4 to 37-fold for HF and 1,5 to 13-fold for NHF.

Best Specific growth rate (SGR) were obtained by feather, both Hydrolysed
(0,31+0,01) and non-hydrolysed (0,30+0,01) without significant differences among them. All
the other treatments have significant differences with feathers.

Regarding on survival, HF obtained the highest rate (62,22%), with significative
differences in front of the followings (GP: 45,64%; WM: 38,95% and NHF: 30,50%); the
lesser value was obtained by RH (22,22%).

The Feed conversion rate also presented the best value for HF (1,48+0,07) without
significant differences with NHF (2,55) and WM (3,62) followed by GP (7,9) and in last
position, RH (29,41).

4| DISCUSSION

In all monodiet feed used in this study, it is shown that Artemia biomass production
can be performed at different values after 10 days trails. Evidences can be observed in
Biomass increase, SGR, survival and feed conversion rate.

In regards of Biomass increase, it is evident that HF obtained the highest value with
3416.7 % (=4,1 g/L). It could be said that exist a positive effect to hydrolyse the feather
before ingested over non-hydrolysed feather (1191 % = 1,31 g/L). This effect was doubled in
front of non-hydrolysed, so hydrolysation process is playing a role of amino acid disponibility
for Artemia, considering that Artemia has a very primitive digestive tract.

. Hydrolysed Non-hydrolysed ~Grape pomace N~

Variable R'ign;’Sk feather meal feather meal (GP) Whea(\tNrr':;Sdlmg
(HF) (NHF)
Initial biomass (g/L) 0,12 + 0,00 0,12 + 0,00 0,11 0,16 0,173 £ 0,00
Final biomass (g/L) 0,23+0,01 4,22+0,04 1,42+0,05 0,51+0,08 1,53+0,08
Biomass increase 0,11+0,01¢ 4,1+0,042 1,31+0,05° 0,35+0,08° 1,36+0,08°
(gL
Biomass increase 91,67+8,33¢° 3416,7+33,332 1191+45,5° 227,78+12¢ 800+47°
(%)
Specific growth rate
(SGR) 0,16589+0,01¢°¢ 0,31+0,0'a 0,30+0,012 0,15+0,02¢ 0,25+0,013°
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Initial density (ind/L) 10000 10000 10000 10000 10000
Final density (ind/L) 22221192 6222+509 3000+205 47641222 3999+133,5
Survival (%) 22,22+1,92° 62,22+5,09° 30,50+2,28b¢ 45,64+5,01° 38,95+0,93°¢
Food supply (g/L) 3,26+0,11° 6,070,232 3,34+0,3%° 2,79+0,8° 4,87+0,892°
Conversion factor 29,411,232 1,48+0,0c 2,65+0,13° 7,9+0,68° 3,62+0,87°

Tabla 2.- Comparative variable results according monodiets fed on Artemia

Naegel (1999) presented biomass production of 0,397 g/L with Nestum and 0,488 g/L
for Nestum enriched; Also, Cisneros and Vinatea, 2009 experimented with meals of different
sources as soybean, freshwater shrimp, ricebran, alfalfa, fishmeal and a mix of them (20%
each). Their best result was obtained with soybean meal (0,37 g/L). Comabella et al., (2004)
obtained 0,3 g/L using yeast (Saccharomyces cerevisiae). From all monodiets tested in the
present experiment, only grape pomace and ricehusk are below of them. As it can be seen,
all these results have very lower values in comparison with the result here obtained by HF
(4,1 g/L), NHF (1,31 g/L) and WB (1,36 g/L).

There are some experimental works done with different agriculture by-products and
different microalgae species, as well. As far as it is known, Artemia is a continuous and non-
selective feeder, so it can be fed on any particle, live or inert, below 35 microns (Lavens
and Sorgeloos, 1996). In this regard, there are experiments fed on micronized ricebran,
wheat bran, corn bran and also with microalgaes like Dunaliella, Tetraselmis, Chaetoceros,

Isochrysis, etc. Vanhaecke and Sorgeloos, (1989) already showed that Artemia franciscana

performed better with ricebran than microalgae Dunaliella. Balchandar, (2018) reported that

monodiets are more deficitaries in nutritional contents than a combination diets. In this
sense, Lavens and Sorgeloos (1991) suggested that a mixture of two or more ingredients
would fill nutritional deficiency. In this issue, presented results of this research observed
that highest values can be obtained with HF which three folded over NHF and both are
significative higher than WM, GP and RH.

Balachandar (2018) tested growing of A. franciscana during 12 days fed on different
microalgae (Tetraselmis, Isochrysis, Chaetoceros, Nannochloropsis, Thalassiosira) and
also ricebran, soybean meal and combination of Tetraselmis + Chaetoceros + rice bran,
obtaining the best growing rate with combination (microalgae + rice brand), followed by
rice bran alone. Ownagh, 2015, showed results on Artemia urmianay A. parthenogenetica
biomass production fed on Dunaliella salina as control (1,16 g/L and 1,09 g/L), wheatbran
(0,92 and 0,83 g/L), soybean (0,76 and 0,9 g/L) and wheatbran (50%) + soybean (50%)
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(0,88 and 1,08 g/L), all these figures corresponding for A. urmiana and A. parthenogentica,
respectively; and D. salina was presented in all treatments, combined with all types of inert
food. As it can be seen, our results with HFM (4,22 g/L), NHFM (1,31 g/L) and WB (1,36 g/L)
surpass Ownagh results.

It is necessary to take into our knowledge that present study was performed with
monodiets=only one ingredient, so there are no possibilities to change nutritional contents
of each one. Biomass increase results showed a tendency to diminish according to protein
content: HF/NHF (87,86%), WM (16,78%), GP (14,47%) and RH (3,06%). This could explain
the values produced and again, the objective is to produce high quality protein based on
subproducts; it means to profit residual nutrients and energy content in them and its disposal
represent a cost besides organic pollution.

Taking into account that feather does not have essential amino acids: lysine,
methionine, histidine and tryptophan, the amino acid sequence of a chicken feather is very
similar to that of other feathers and also has a great deal in common with reptilian keratins
from claws. The sequence is largely composed of cystine, glutamine, proline, and serine
(Lasekan et al., 2013).

In this context, it could be that Artemia synthesize their amino acids from new, based
on itis a primitive animal with this capacity or its essential amino acids requirements can be
supplied by bacteria in the culture medium.

SGR s little analyzed in this type of experiments on Artemia biomass production.
Highest SGR was recorded for soybean meal in A. urmiana (0,34) without significant
differences with other treatments (D. salina, WB, SM WB/SM) varying from 0,31 to 0,33.
(Ownagh et al., 2015). In present study, feather (HF: 0,31 and NHF: 0,30) can be compare
with those of Ownagh results. Other treatments WM, GP and RH had below values.

Survival is more consistent for HF (62,22) than others. The following survival rate
is for GP with 39,51%, the NHF (33,33%), WM (27,78%) and finally, RH (22,22%); all of
them are significantly rather below than HF. Naegel, (1999) obtained survival of 72% fed
on Nestum and 79% Nestum + microalgae Chaetoceros during 11 days being superior to
HF (62%), but considering that Nestum is a feeding formula prepared with special nutrients
with highest cost. Balachandar (2018) found best significant survival with microalgae and
combined diets mentioned before (from 42,3 to 73,7%). These survival rates are comparable
with HF (62,22%). In any case, our HF survival is rather better than Tetraselmis, Isochrysis,
Nannochloropsis, Thalassiosira, rice bran and soybean meal. It is not the case in comparison
with Chaetoceros (73,3%) and Tetra+Chaeto+ricebran (73,7%). Ownagh et al., (2015)
obtained survivals between 58 to 86% for A. urmiana and 66 to 76% for A. parhenogenetica.
These figures compared with the obtained in this study, only HF can compete with 62,22%.

Respect on Feed Conversion rate, Naegel, (1999) showed a FCR of 1,64:1 for
Nestum and 1,17:1 for Nestum enriched in 14 days. Vanhaecke and Sorgeloos (1989),
using D. tertioleca reached 2,4:1 in 9 days. For this study, it is performed the best FCR of
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1,48 for HF followed by 2,55 for NHF, without significant difference. Based on these results,
it can be said that feather offers good feed conversion rate. Ownagh et al., 2015 observed
very good values of FCR less than 1 (0,17 to 0,23) but they do not offer any explanation
about those figures rather impossible to get them. For sure there were another internal
generation or supply of some ingredient not controlled.

These results can contribute to a real use of feather meals to transform in a high-
quality animal protein and easy digestion for aquatic predators in their larvae, juvenile or
adult stages. According to Lavens and Sorgeloos (1996), Artemia biomass are used as
nursery diets. This means when large Artemia biomass is offered instead of freshly-hatched
nauplii, predators need to chase and ingest less prey organisms per unit of time to fill
their food requirements. There are reports on advantages of using Artemia biomass as for
instance considerable saving of cyst up to 60% and consequently, a significant reduction of
costs. Moreover, Artemia biomass can be consumed directly as omelette as several asian
community members (Van Hoa and Sorgeloos, 2020).
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RESUMO: A redugdo dos custos de
producéo tem sido uma questdo amplamente
discutida no contexto da produgédo
animal atualmente. As formulacbes de
dietas frequentemente utilizam alimentos
que possuem fatores antinutricionais,
como fitato e inibidores de proteases,
que diminuem a biodisponibilidade dos
nutrientes e dificultam a digestao por parte
dos animais monogastricos. Diante disso,
tém-se buscado alternativas tecnologicas
para a extracéo e purificacdo de enzimas
exdgenas, como as fitases, a fim de
melhorar a qualidade dos alimentos, reduzir
os custos e aprimorar a digestibilidade dos
nutrientes, eliminando parcial ou totalmente
os fatores antinutricionais presentes na
alimentacdo de aves e suinos. Nesse
sentido, esta reviséo de literatura tem
como objetivo, trazer um artigo de revisao
de literatura que aborde os avangos nos
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métodos de separacgéo e purificagdo de enzimas, com destaque para o sistema de duas fases
aquosas (SDFA), o qual tem sido amplamente utilizado na separa¢é@o de enzimas devido ao
seu baixo custo em comparagdo com outros processos de purificagao.

PALAVRAS-CHAVE: enzima exdgena, fitato, fésforo fitico, sistemas de duas fases aquosas.

USE OF THE AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEM FOR EXTRACTION AND
PURIFICATION OF PHYTASES WITH APPLICATION TO ANIMAL NUTRITION

ABSTRACT: The reduction of production costs has been a widely discussed issue in the
context of animal production currently. Diet formulations often use feed ingredients that
contain antinutritional factors, such as phytate and protease inhibitors, which decrease nutrient
bioavailability and hinder digestion in monogastric animals. In light of this, technological
alternatives have been sought for the extraction and purification of exogenous enzymes, such
as phytases, in order to improve food quality, reduce costs, and enhance nutrient digestibility
by partially or completely eliminating the antinutritional factors present in the diets of poultry
and swine. In this regard, this literature review aims to present an article that addresses
advances in methods for enzyme separation and purification, with emphasis on the aqueous
two-phase system (ATPS), which has been widely used for enzyme separation due to its low
cost compared to other purification processes.

KEYWORDS: exogenous enzyme, phytate, phytic phosphorus, aqueous two-phase systems.

11 INTRODUGAO

A utilizagdo do Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) tem se destacado como
uma abordagem promissora para a extracdo e purificacdo de enzimas de interesse
biotecnoldgico, como as fitases (Neira-Vielma et al.,2020). As fitases sédo enzimas que
desempenham um papel crucial na hidrélise do acido fitico (Pramitha et al., 2021), um anti-
nutriente presente em alimentos vegetais, principalmente graos e sementes, e que interfere
na absorgao de minerais essenciais pelos animais (Samtiya et al., 2020). Nesse contexto, a
aplicacéo do SDFA na extracao e purificagéo de fitases apresenta-se como uma alternativa
eficiente e sustentavel para a producéao de aditivos nutricionais destinados a alimentagéo
animal.

O sistema de duas fases aquosas é composto por duas solugdes imisciveis (Campos
etal., 2018), geralmente uma solugéo aquosa e outra contendo um sal ou um polimero (Igbal
et al., 2016; Buarque et al., 2023). Essas solugbes formam duas fases liquidas distintas,
sendo uma fase rica em componentes hidrofébicos e outra fase rica em componentes
hidrofilicos. A formagédo dessas fases ocorre devido as interagbes entre as moléculas
presentes nas solugdes, como a hidrofobicidade e a polaridade. Essa caracteristica do
SDFA permite a separagao seletiva de biomoléculas, como as enzimas, a partir de uma
mistura complexa, facilitando sua extracéo e purificagcdo (Buarque et al., 2023).

Estudos tém demonstrado o potencial do SDFA na extragdo e purificagdo de
fitases. Um exemplo é o trabalho realizado por Bhavsar et al. (2012), onde ao avaliar o
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processamento downstream da fitase extracelular de Aspergillus niger, utilizando um
processo de cromatografia em comparagédo ao SDFA, demonstraram que mesmo permitiu
uma maior recuperacao da fitase (98,5%) em um curto periodo de tempo (3 h), bem como
uma melhor termoestabilidade em comparag¢do com a recuperagao de 20% em 96 h por um
processo cromatografico regular, o que revela que O SDFA é uma alternativa interessante
para particionamento e purificagdo simultdneos de fitases (Neira-Vielma et al.,2020).

Outro estudo relevante é o de Salmon et al. (2014), que avaliaram a purificagao parcial
de fitase produzida por Schizophyllum commune, utilizando um SDFA de polietilenoglicol
(PEG)/citrato de sodio sob fermentagéo em estado sélido (FSS), concluiram que a extracao
da fitase pelo método SDFA no PEG forneceu um coeficiente de particdo (K) de 2,63,
rendimento (Y) de 367% e Fator de purificacdo (FP) de 5,43. Com isso, demonstraram
que a SDFA no sistema PEG/citrato pode ser uma boa alternativa para reduzir os custos
operacionais e as etapas de purificacdo para extragédo de fitase.

A utilizacdo do SDFA na extracdo e purificacdo de fitases apresenta diversas
vantagens em relagdo aos métodos tradicionais. Além da simplicidade de operagéo e baixo
custo, o SDFA é uma abordagem amigavel ao meio ambiente, pois n&o envolve a utilizagéo
de solventes organicos toxicos. Além disso, a possibilidade de ajuste das condigbes do
sistema, como a escolha das solugdes e a otimizagéo de parametros, permite um controle
preciso do processo, resultando em uma maior eficiéncia e seletividade.

Diante do exposto, buscou-se com esta revisao discutir a importancia do sistema de
duas fases aquosas para extracédo e separagdo de fitases, por conta do seu baixo custo
quando comparado a outros processos de purificagcao, com o intuito da inclusdo em dietas

de animais ndo-ruminantes, principalmente aves, suinos e peixes.

2| SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS

Os processos utilizados para a separacgéo e purificacdo de enzimas geralmente sdo
responsaveis por cerca de 50% a 90% do custo total de produgéo. Os métodos convencionais
utilizados para purificacéo de proteinas geralmente sao dispendiosos, pois envolvem varias
etapas de operagéo, alto custo dos reagentes e sao dificeis de dimensionar. Nos Ultimos
anos tem surgido um interesse no setor da biotecnologia para o desenvolvimento de
métodos de separagéo e purificagdo inovadores que sejam eficientes, econémicos e que
atinjam altos graus de recuperagéo e pureza, mantendo a atividade bioldégica da molécula.
Uma promissora técnica de extragdo e purificagdo, que se enquadra nestes critérios, e ja
vem sendo utilizada industrialmente, envolve a particdo de biomoléculas entre duas ou
mais fases imisciveis nos sistemas aquosos (BOERIS, 2009; ANTOV et al., 2006).

Avancos na biotecnologia tém oferecido numerosas possibilidades para o aumento
da escala de produgdo de muitas biomoléculas que sdo importantes para pesquisas,
principalmente para aplicagbes industriais. O desenvolvimento de técnicas e métodos
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de separacgdo e purificagdo de proteinas, entre outras moléculas tem sido de grande
importancia para muitos desses avan¢os na biotecnologia (MAZZOLA et al., 2008).

Métodos tradicionais para a purificacao de biomoléculas compreendem varias etapas,
tais como dialise, cromatografia de troca iénica e de afinidade, entre outros. Entretanto, a
extracao liquido-liquido consiste de uma alternativa de purificacéo interessante, pois varios
processos podem ser combinados em uma simples operacado. Extracdo liquido-liquido &
a transferéncia de massa de certos componentes de uma fase para outra, quando fases
liqguidas parcialmente sollveis imisciveis sdo colocadas em contato. Este processo é
grandemente empregado na industria quimica devido a sua simplicidade, baixo custo e
facilidade no aumento da escala de producao. A purificacao de biomoléculas tem sido bem
sucedidamente realizada por mais de uma década. As vantagens deste tipo de sistema séo
baixa viscosidade, menor custos com reagentes e menor tempo de separacao das fases
(SIMON e OTTO, 2005).

A extracdo liquido-liquido trata-se de um processo bem estabelecido na industria
quimica, incluindo varias aplicagbes na indUstria bioquimica tradicional, sendo largamente
utilizada para substancias labeis, uma vez que muitas técnicas de separacdo solido-
liqguido usado nos processos industriais bioquimicos, tais como filtragcdo e centrifugacao,
sédo fortemente dependentes do tamanho da particula e sdo limitadas quando se trata
de processamento de células bacterianas ou de residuos celulares. A extragédo liquido-
liguido com solventes organicos tem apresentado aplicagao limitada no processamento
de bioprodutos sensiveis como proteinas e acidos nucléicos devido as suas baixas
solubilidades no solvente organico e pelo efeito desnaturante deste ultimo (COSTA et al.,
2000; OLIVEIRA et al., 2001).

Os sistemas de duas fases aquosas foram primeiramente descritos na literatura por
Beijerick (1896), quando ele descobriu que ao se misturar gelatina, 4gar e agua, em certas
concentracdes formava um sistema de duas fases, sendo a fase superior rica em gelatina
e a fase inferior rica em agar. Posteriormente, nos anos 50, Per-Aka Albertsson descobriu
que o polietileno glicol (PEG), fosfato de potassio e agua, e assim como o PEG, dextrana
e agua formam sistemas de duas fases. Os sistemas PEG/Dextrana/Agua e PEG/Sal/Agua
tém sido, desde entédo, os mais frequentemente investigados e utilizados para purificagcéo
de um grande numero de biomoléculas (COSTA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2001).

As duas fases imisciveis em sistemas de duas fases aquosas (SDFA) sdo geralmente
formadas pela mistura das fases acima da concentracao critica dos componentes os quais
descrevem diagramas de fases para cada sistema especifico (OOI et al., 2011). SDFA
sd@o aplicaveis a purificacdo de células, devido ao alto contetdo aquoso, baixa tenséao
interfacial e biocompatibilidade ambiental. O cultivo de células microbianas em SDFA tem
sido demonstrado para a extracéo de enzimas, tais como glicosidases, proteases alcalinas,
enzimas do complexo celulolitico, enzimas fibrinoliticas, a-amilase e B-galactosidase.
Os SDFA sado compostos principalmente por PEG e dextrana de alto peso molecular, ou
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sistemas compostos por sais e polimeros, tal como PEG/fosfato e PEG/citrato (CANALES
et al., 2009; ZHU et al., 2007; LING e LYDDIATT, 2005).

Os processos de separacdo, purificacdo e particdo de biomoléculas que
promovam bons niveis de recuperacédo em atividade e alto grau de pureza dos produtos
biotecnoldgicos tem sido demandados pela industria. Particao em SDFA tém se mostrado
como um eficiente processo para a purificagdo de misturas de proteinas (NALINANON
et al., 2009; BENSCH et al., 2007). Quando ocorre a separagédo das fases, um polimero
€ encontrado predominantemente em uma fase (superior) e 0 outro polimero, ou de sal
em outra fase (inferior). Isso proporciona um ambiente adequado para a preservagéo da
atividade biolégica da molécula, devido ao alto teor aquoso de cada fase (entre 80% e
90%). Purificacdo de proteinas utilizando SDFA é influenciada por diversos parametros,
tais como o pH do sistema, o tipo e a concentracéo de sais no sistema, a massa molecular
e a concentracdo do polimero e as propriedades da proteina (por exemplo, a estrutura, a
hidrofobicidade, a massa molecular) (AZEVEDO et al., 2009).

SDFA apresenta o potencial para produzir uma biomolécula concentrada e purificada
em uma Unica etapa, quando comparado ao numero de etapas envolvidas nos processos de
separacao convencionais, promovendo a recuperacao, clarificagao, filtracdo, concentracao
e purificagdo do bioproduto. Esta caracteristica € altamente favoravel para a purificagéo de
proteinas. E importante saber que a extragéo de uma proteina-alvo em SDFA é uma opgéo
antecedente a outros processos de separagado, buscando uma separacao e recuperagao
otima (NASCIMENTO et al., 2010; ROSA et al., 2007).

Sistemas de duas fases aquosas, principalmente os sistemas com polietileno glicol
(PEG) e sal, ttm sido amplamente usados para biosseparacdo de enzimas e proteinas
por conta do seu baixo custo. Além do mais o tipo do polimero e do sal, for¢ca idnica e
pH do meio, juntamente com as caracteristicas da molécula alvo (tamanho carga e
hidrofobicidade), s&o as variaveis que mais influenciam a particdo das moléculas. SDFA
tem também sido empregado em diversos campos na industria biotecnologica para
purificacdo de enzimas, interferon, anticorpos, e na bioconversao extrativa. Esta técnica
é considerada potencialmente atrativa para obter enzimas industriais, com facil aumento
de escala e minimizagdo da desnaturacéo das proteinas, entre outras vantagens. Com
o objetivo de obter alto rendimento e também bom fator de purificagéo para a proteina-
alvo, uma composicdo adequada para o SDFA deve ser selecionada para se extrair de
forma quantitativa a proteina desejavel para uma das fases do sistema com a minima
contaminagé@o possivel, sendo a purificacdo o resultado de uma particdo diferenciada
da molécula-alvo e impurezas entre as duas fases liquidas (PORTO, 2004; PESSOA e
KILIKIAN, 2005).
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31 A UTILIZAGAO DE ENZIMAS NA NUTRIGAO ANIMAL

O grande dinamismo da produg¢do animal brasileira, dentre outros fatores, esta
diretamente relacionado a excelente capacidade dos profissionais da nutricdo animal de
formular dietas de qualidade e a custo reduzido, como também a um setor empresarial
empreendedor, eficiente e, portanto, bastante competitivo. Para tanto, a utilizacdo de
modernos compostos, advindos da biotecnologia, € primordial, pois podem aumentar a
produtividade, desta forma reduzindo os custos de producdo (ARAUJO, 2005).

Segundo o decreto lei n° 76.896 de 06 de janeiro de 1976, atualmente em vigor,
define-se como aditivo alimentar toda a substancia intencionalmente adicionada ao
alimento, com a finalidade de conservar, intensificar ou modificar as suas propriedades,
desde que nao prejudique o seu valor nutricional. Os aditivos enzimaticos ndo possuem
funcdo nutricional direta, mas auxiliam o processo digestivo melhorando a digestibilidade
dos nutrientes presentes na dieta animal. (CAMPESTRINI et al., 2005).

Inserida dentre o grupo dos aditivos alimentares estéo as enzimas exégenas que séo
definidas como proteinas globulares, de estrutura terciaria ou quaternaria, que agem como
catalisadores biologicos, aumentando a velocidade das reagbes quimicas no organismo,
sem serem elas préprias alteradas nesse processo. Sdo altamente especificas para os
substratos e dirigem todos os eventos metabdlicos. As enzimas digestivas tém um sitio
ativo que permite que elas atuem na ruptura de determinada ligagdo quimica sob condi¢des
favoraveis de temperatura, pH e umidade. A utilizacdo de enzimas ex6genas como aditivo
alimentar tem por objetivo aumentar a disponibilidade dos nutrientes presentes nos
alimentos. Os aditivos enzimaticos ndo possuem fungéo nutricional direta, mas auxiliam o
processo digestivo, melhorando a digestibilidade dos nutrientes presentes na dieta (YIN et
al., 2001).

Nesse sentido, as enzimas sdo excelentes alternativas para reduzir os custos
de producédo de animais ndo-ruminantes, uma vez que ha uma melhora significativa
na digestibilidade dos alimentos, permitindo alteracbes nas formulacbes das ragcbes de
forma a minimizar os gastos, maximizando o uso de ingredientes energéticos e protéicos
nas rag¢des. Mathlouthi et al. (2003) obtiveram in vitro, uma diminuicdo da viscosidade
dos gréaos de trigo, centeio, milho e soja com o uso de uma combinagdo de xilanase e
B-glucanase. Esse efeito positivo, segundo os autores, foi o responsavel pela melhora no
indice de conversao alimentar das poedeiras que receberam dietas suplementadas com
essas enzimas.

Considerando o aumento da digestibilidade dos nutrientes da racdo ap6s a adi¢cao
de um complexo enzimatico, sera possivel fazer um ajuste adequado dos nutrientes na
formulacéo e atender as exigéncias nutricionais dos animais ndo ruminantes em diferentes
categorias, sendo também possivel reduzir o custo da racdo. A adi¢do de enzimas exdgenas

em racgdes contendo ingredientes com alta porcentagem de polissacarideos nao-amilaceos
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e fatores anti-nutricionais melhora a digestibilidade dos nutrientes e, conseqliientemente,
exerce um efeito positivo sobre o desempenho de suinos e aves (HANNAS e PUPA, 2007).

41 FITATO

O &cido fitico é definido quimicamente como éster hexafosférico do alcool ciclico
hexaidrico mio-inositol, sendo também conhecido como hexafosfato de inositol (IPy),
ou fitato, quando esta na forma de sal, sendo o IP,, IP, e IP, também designados como
fitato (Figura 2). Apresenta-se como uma estrutura de baixo peso molecular, formada por
seis grupos fosfatos ligados a um alcool cicloexanopoliol, o inositol. O fitato € a principal
forma de armazenamento do fésforo em tecidos vegetais, apresentando férmula molecular
C,H,,0,6P, e massa molecular 660,04 g.mol' (KUMAR et al., 2010).

O éacido fitico € um complexo organico que ocorre em abundancia nos graos de
cereais e oleaginosas, e sua principal fungéao fisiol6gica nos vegetais € o armazenamento de
nutrientes, principalmente de fosforo, que seréo liberados pela agéo de fitases endogenas
a medida que ocorre a germinacédo da semente. Em média, 70% do fésforo total contido
nos gréos de cereais e oleaginosas estao sobre a forma de fitato (CONSUEGRO, 1999).
A concentracdo de fitato nos vegetais varia conforme o estadio de maturacéo, grau de
processamento, tipo de cultivar, clima, disponibilidade de agua, localizagdo geografica e
quantidade de fésforo no solo, o qual a planta absorve e armazena complexando-o com o
inositol para formar o acido fitico (SEBASTIAN et al., 1998).

I
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Figura 2. Estrutura molecular do &cido fitico (mio-inositol-1,2,3,4,5,6 hexafosfato) (COSGROVE, 1969).

A sociedade e os regulamentos estdo cada vez mais exigentes com relacédo ao
controle da poluicdo agricola, particularmente na excrecédo do fosforo inorgénico, fato
esse, que tem levado a intensificacdo das pesquisas sobre a utilizag@o das fitases. O foco
tem sido principalmente sobre a produgédo de fitase e sua utilizagdo como um meio de
reduzir a suplementacéao de fosfato inorganico na alimentagdo dos animais ndo-ruminantes
e consequente reducd@o na excrecdo fecal de fosforo. A poluicdo ambiental, devido ao
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estrume com muito fosfato, tem resultado na acumulagéo de fosfato em varias localizagées,
especialmente em corpos de 4gua (VATS e BANERJEE, 2004).

O fosforo € um macro-mineral essencial para todos os animais. Este é necessario
para vérias fungdes no organismo, fundamental para manutengéo e reparo de todos os
tecidos, e juntamente com o calcio e outros minerais sdo indispensaveis para o crescimento
e mineralizag@o do tecido 6sseo, assim como desenvolvimento muscular. O consumo de
fosforo em niveis adequados € propicio para o balan¢co de minerais essenciais, para o
controle do apetite e eficiéncia alimentar. Aproximadamente 80% do fésforo do organismo
animal ocorre como constituinte dos ossos, e 0s 20% restantes encontrados em varios
compostos organicos que desempenham fun¢do no metabolismo (transferéncia de energia
— ATP, creatinina e enzimas), em acidos nucléicos, e fosfolipidios de membranas celulares.
O fosfato inorgénico participa no tamp&o de pH dos fluidos biolégicos e também apresenta
funcado no transporte de gordura e na sintese de aminoéacidos e proteinas (FRANCE et al.,
2010).

O &cido fitico possui a habilidade de se ligar a proteina (Figura 3). A interagédo com
a proteina é dependente das condi¢cdes de pH, pois a mesma se da por ligagédo idnica.
Em condi¢des de acidez, o acido fitico possui carga negativa podendo se ligar a residuos
basicos através de uma forte interacéo eletrostatica, resultando em um complexo insoluvel.
Em pH neutro a proteina néo ira se ligar ao acido fitico, pois sua carga é neutra. Com o pH
basico, o acido fitico forma complexo com a proteina na presenca de cations bivalentes,
0s quais irdo agir como ponte entre o grupo carboxila carregado negativamente e o acido
fitico (COUSINS, 1999).

Trés terminologias s@o usadas na literatura para descrever os substratos da fitase.
O termo mais comumente utilizado € o acido fitico. J& a denominacgéo fitato refere-se a
mistura de sais do acido fitico. No entanto, a fitina, descreve especificamente ao complexo
depositado de IP6 com potassio, magnésio e calcio. Devido ao fitato ser um fator anti-
nutricional nos alimentos de origem vegetal para os ndo-ruminantes, as fezes excretadas
por estes animais apresentam altos teores de fosforo fitico e, também, nitrogénio, pois
estes nutrientes presentes na molécula do fitato, somado a fonte inorganica (fésforo) e ao
aumento do nivel de proteina na ragdo acima da exigéncia do animal, serdo excretados
(SELLE e RAVINDRAN, 2007).
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Figura 3. Interagcdo quimica entre o acido fitico, cations e aminoacidos (BROZ et al., 1994).

A desfosforilagdo do fitato € um pré-requisito para o aumento do valor nutricional dos
alimentos através da remocdo dos grupamentos ortofosfatos do anel inositol, diminuindo
assim o seu poder quelante, ou seja, a forga de ligagdo com os minerais dietéticos, em
consequéncia disso, ocorre um aumento na disponibilidade de minerais essenciais (KUMAR
et al., 2010). Esta ligacéo ocorre naturalmente em ingredientes de origem vegetal e podem
ser formados na porgéo inicial do trato gastrointestinal. Varios estudos demonstraram que
proteinas da soja, milho, trigo, farelo de girassol e de arroz formam complexos com acido
fitico. Outra possivel interagédo do &cido fitico € com as enzimas enddgenas, como a tripsina,
quimiotripsina e amilase do trato gastrointestinal, inibindo a atividade dessas enzimas com
conseqliente decréscimo da digestibilidade de carboidratos e proteinas (RAVINDRAN et
al., 2001).

LIMA et al. (2007), em uma revisdo, mostram que a reducdo da digestibilidade
protéica pode ser explicado pela formacdo de complexos entre o fitato e as proteinas da
dieta, ou ainda, se complexar com enzimas proteoliticas (tripsina e pepsina), inibindo as
suas atividades. Na digestao de lipideos dietéticos, o complexo calcio-fitato pode reagir
com 4cidos graxos formando sabdes insoluveis no limen intestinal. Na digestao de

carboidratos, liga-se diretamente ao amido ou inibe a agéo catalitica da amilase.

51 FITASES

Diversos tipos de processamento de alimentos e técnicas de preparacao requerem
a adicdo de enzimas exbgenas, cujo objetivo é promover a redugéo do teor de fitato nos
alimentos. A hidrélise do fitato durante o processamento dos alimentos é um resultado da
degradagao quimica pela atividade fitasica. Entretanto, as fitases tém importante aplicagéo
na nutricdo animal, tanto na degradacao do fitato, tanto no processamento de alimentos,
como no trato gastrointestinal. No entanto, a capacidade de desfosforilagédo do fitato (Figura
1) difere grandemente entre diferentes espécies de microorganismos e vegetais, devido a
diferenga nas suas propriedades bioquimicas em relagéo ao processo de hidrolise do acido
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fitico (EGLI et al., 2002).

As fitases formam um grupo de enzimas que sdo quimicamente definidas como mio-
inositol (1,2,3,4,5,6) hexafosfato fosfoidrolases que catalisam a liberagcdo sequencial do
fosforo oriundo da molécula de acido fitico. As fitases retiram os grupamentos ortofosfatos
do anel inositol do acido fitico para produzir fésforo inorganico livre (Pi) (DEBNATH et al.,
2005). O fitato possui seis grupos que podem ser liberados, dependendo da fitase utilizada,
em velocidades e ordem diferentes. As fitases sintetizadas por fungos filamentosos e pela
bactéria Escherichia coli conseguem liberar somente cinco dos seis grupos, sendo que 0s
produtos finais sdo mio-inositol 2-monofosfato (WYSS et al., 1999).

OPOsH,  OPO3H, OH OH
H OPO3H; H H

PHYTASE + 6H;PO,

H,POS0 H ou
H OPO3H, H OH

C6H13024P6 MW = 659.86

Figura 1. Hidrélise enzimética catalisada pela fitase na molécula do acido fitico (KRISHNA e NOKES,
2001).

Fitases ndo somente liberam o fésforo de materiais dietéticos de origem vegetal, mas
também tornam mais disponivel o célcio, magnésio, proteinas e lipideos. Desta maneira,
pela libera¢do do fosforo ligado em ingredientes de origem vegetal, tornam o fésforo mais
disponivel para o crescimento 6sseo e protege o meio ambiente contra a contaminagéo
pelo excesso de fosforo livre (BARUAH et al., 2007).

A fitase microbiana tornou-se disponivel comercialmente em 1991 (Natuphos
®, produzida por A. niger), quando a legislacdo introduzida nos Paises Baixos para
controlar a poluicdo de fosfatos em unidades de criagdo de suinos e aves amplificou seu
desenvolvimento e aceita¢do. O que antes era mais restrito aos paises que adotavam essa
legislacdo tornou-se globalmente utilizado com o reconhecimento do perigo ecoldgico da
eutrofizagcéo, especialmente na Ultima década. Além disso, essa proliferacdo das fitases no
mercado gerou reducdo de precos e facilidades na aplicacdo da criacéo de animais néo-
ruminantes (KUMAR et al., 2010).

Com a proibicao da adicéo de farelos de carne e ossos de animais na criagdo de néo-
ruminantes, houve um novo incentivo. Esses farelos, que foram proibidos na Uniao Europeia
em 2000, forneciam 57% do fosforo adicionado as racdes. Essa proibicéo teoricamente
gerou uma demanda de 110 mil toneladas de fésforo excedente, mas a utilizacao da fitase
microbiana reduziu essa demanda para 26 mil toneladas (SELLE e RAVINDRAN, 2007).
Seguindo a trajetéria da fitase comercial no mercado, a sua aceitagdo como suplemento
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na alimentagdo animal comegou a ganhar atengdo mundial (Y| et al., 1996). Contudo, seu
potencial na nutricdo humana (SILVA et al., 2005) e em outras éreas, tais como aquicultura
(YOO et al., 2005) estdo também sendo extensamente explorados.

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) lista dois tipos de
fitases, as quais tem sido classificada em dois grupos, dependendo do local onde a hidrélise
da molécula do fitato é iniciada e também, no pH da atividade (SELLE et al., 2007). Podem
ser categorizadas em 3-fitases e 6-fitases. As 3 fitases (EC 3.1.3.8) sdo denominadas
sistematicamente como mio-inositol hexaquis fosfato-3-fosfoidrolase atuando na hidrélise
da ligagéo éster na terceira posi¢éo do IP,em IP; e ortofosfato livre (VATS e BANERJEE,
2004). No entanto, as 6-fitases (EC 3.1.3.26) s&o designadas quimicamente como mio-
inositol hexaquis fosfato-6- fosfoidrolase, promovendo a catalise hidrolitica da ligacao éster
na sexta posigédo do IP.. Recentemente, isto foi reportado para fitase produzida por A. niger
que mostra atividade 3-fitasica, enquanto Peniophora lycii e Escherichia coli apresentam
uma atividade 6-fitase (SELLE et al., 2007).

As fitases também podem ser categorizadas dentro de duas classes de acordo com
o perfil de pH étimo: fosfatases acidas histidinas e fitases alcalinas. Fosfatases acidas
histidinas mostram uma atividade de pH 6timo na faixa de 5,0, enquanto as fosfatases
alcalinas se mostram mais ativas na faixa de pH préximo a 8,0 (BARUAH et al., 2007).
Exceto as fitases produzidas pelo género Bacillus, a maioria das enzimas degradadoras
de fitato, tais como fitases vegetais, pertencem ao tipo acidofilo (SELLE et al., 2007). Além
disso, o maior foco tem sido nas fitases acidas devido a sua aplicabilidade na nutricao
animal e possuir uma maior especificidade quanto ao substrato quando comparadas as
fitases alcalinas (KUMAR et al., 2010).

De acordo com Kumar et al. (2010), em geral, as enzimas fitases sdo encontradas
de quatro fontes possiveis: fitases vegetais, fitases microbianas (oriundas de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos), fitase de mucosa, a qual é produzida pelas células da
mucosa do intestino delgado, e a fitase microbiana visceral-associada, produzida pela
microflora no intestino grosso.

A fitase ja foi encontrada em varias fontes vegetais, como trigo, milho, algumas
ervas, arbustos, alfaces, centeio e sementes oleaginosas, sendo que a atividade mais
alta foi encontrada no trigo (Triticum aestivum), no centeio (Secale cereale) e na cevada
(Hordeum vulgare). As fitases obtidas de sementes em germinacdo e pdlen tém sido
purificadas e caracterizadas. Fitase alcalina também tem sido identificada no polen de
Lilium longiflorum, Typha latifolia e em sementes de legumes (ROOPESH et al., 2006).
Aos vegetais, geralmente, atribuem-se baixos valores de fitase, mas Jongbloed e Kemme
(1994) demonstraram que a fitase do trigo pode melhorar a digestibilidade do fosforo de
27 para 50%. Além disso, Kornegay (1996) demonstrou que a fitase do trigo atua em um
limite de pH bem menor do que a fitase fungica e ressaltou algumas vantagens, tais como
maiores especificidades quanto ao substrato, portanto uma menor constante de afinidade
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da fitase fungica quando comparada a origem vegetal (FIREMAN e FIREMAN, 1998).

Apesar das fontes animais e vegetais representarem avancos cientificos importantes,
sua aplicacdo pratica para producdo de fitase é limitada. Em compensacdo, fontes
microbianas apresentam caracteristicas que permitem um alto rendimento e ampliagdo
de escala, tornando-se amplamente utilizadas de maneira efetiva na industria de racbes
animais. Vérias espécies de fungos, bactérias e leveduras tém sido utilizadas na producéo
de fitases, geneticamente modificadas ou nao (KIM et al., 2006).

61 CONCLUSAO

A utilizacdo do sistema de duas fases aquosas para extracao e purificacdo de
fitases apresenta-se como uma técnica promissora para a obtengéo de fitase com atividade
hidrolitica, e potencial para aplicagéo na industria de nutricdo animal. A técnica é vantajosa
por ser sustentavel, econdmica e nédo toxica, contribuindo para a reducdo de residuos e
poluicdo ambiental. Com o desenvolvimento continuo dessa técnica, € possivel esperar

avancos significativos na producéo e aplicacéo de fitases na nutricdo animal.
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RESUMO: Para que as aves tenham
seu crescimento adequado é de grande
importancia que o proprietario esteja atento
ao bem-estar das aves, o que engloba o
fornecimento de ragéo, fornecimento de
agua, iluminacéo, temperatura, ventilagéo,
nutricdo, vacinagéo e saude. O objetivo da
dieta para frangos de corte é suprir suas
necessidades nutricionais durante o seuciclo
de vida. O alimento é o maior custo nessa
producéo. Sabe-se que além de manejo e
nutricdo adequados, o uso dos programas
de luz tem sido usado para proporcionar
condicbes de ambiente diferentes em
busca de obter um maior ganho de peso e
uma melhor conversdo alimentar. Ha trés
classificacdes para os programas de luz,
sdo elas a luz intermitente, crescente e
continua. Neste trabalho se objetivou relatar
o caso de quatro aves, duas criadas com o
programa de luz e as duas outras sem o
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uso dessa técnica, para avaliar e comparar o desenvolvimento de cada grupo de aves.
PALAVRAS-CHAVE: Aves, Luz, Intermitente, Peso, Nutricao.

ABSTRACT: For the birds to have their proper growth, it is of great importance that the
owner is attentive to the welfare of the birds, which includes the supply of feed, water supply,
lighting, temperature, ventilation, nutrition, vaccination and health. The purpose of the diet for
broilers is to meet their nutritional needs during their life cycle. Food is the biggest cost in this
production. It is known that in addition to proper management and nutrition, the use of light
programs has been used to provide different environmental conditions in search of greater
weight gain and better feed conversion. There are three classifications for the light programs,
they are flashing, increasing and continuous light. This study aimed to report the case of four
birds, two created with the light program and the other two without the use of this technique,
to evaluate and compare the development of each group of birds.

KEYWORDS: Birds, Light, Intermittent, Weight, Nutrition.

11 INTRODUGAO

De acordo com a Associacgéo Brasileira de Proteina Animal (2022), o Brasil € o maior
exportador de carne de frango do mundo, sendo assim, € inegavel que se deve ter avancos
dentro da nutricdo, sanidade e manejo, sendo que a técnica de programa de luz vem se
mostrando eficiente para a avicultura. Dentre os beneficios que a técnica apresenta, regular
o consumo de alimento das aves, maior ganho de peso de forma rapida e melhor qualidade
da carcaga, s@o alguns exemplos visiveis na pratica, além de poder ser uma forma para
reduzir os custos em granjas.

Atualmente ha artigos, como o Programa de Luz para Frangos de Corte, escrito
por Karen Schwean-Lardner e Dr. Hank Classen, escrito em 2010, que relatam o uso
de programas de luz continuas e intermitentes em diversas intensidades, sendo que
o programa de luz constante é através de um fotoperiodo durante toda a vida da ave,
enquanto o intermitente € com o ciclo repetido de luz e escuro durante 24 horas e também
ha o programa de luz crescente, em que se aumenta o fotoperiodo de acordo com a idade
da ave, sendo através de um fornecimento de uma série de fotoesquemas.

Para que se tenha um alto desempenho € preciso que se tenha um ambiente com
termoacusticas e luminosas para os animais, para que supra suas necessidades. Logo, a
iluminacao nos aviarios interferem no aumento da producéo, ja que em frangos de corte,
a luz esta relacionada com o crescimento, devido ao estimulo da glandula pituitaria que
produz horménios. Entdo, o objetivo deste trabalho é relatar o caso de duas aves, uma
criada com o programa de luz e outra sem o uso dessa técnica, afim de avaliar e comparar
o desenvolvimento de cada ave.
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2|1 DESENVOLVIMENTO

Esta base teorica tem por objetivo mostrar as diferentes ideias e colocagdes de
autores sobre o tema abordado. Nesta parte, serdo abordados assuntos como a avicultura

nacional e mundial, o ciclo das aves de corte, alimentagcéo e programas de luz.

2.1 Avicultura Nacional e Mundial

Antigamente, a avicultura no Brasil teve inicio através de produtores que criavam
animais com o intuito de utiliza-los para a subsisténcia, consequentemente, também era
uma forma de gerar renda para muitas familias. Porém, em torno de 1930, rapidamente a
avicultura comecou a se tornou algo comercial, tendo seu marco nos anos de 1950, quando
foi deixado para trés a antiga avicultura comercial, assim, comecou os estudos para que
houvesse o melhor aproveitamento da atividade (TAVARES et al., 2007; RODRIGUES et
al., 2014).

Dessa forma, grandes empresas especializadas na producéo de frango cresceram
no mercado nos anos de 1970, trazendo uma maior evolugéo e técnicas para o mercado.
No estado de Santa Catarina, por exemplo, foi adotado o sistema de Integracdo Vertical,
uma parceria entre frigorificos e produtores, onde o avicultor tinha apoio da industria para
receber as principais matérias-primas para a criagcdo das aves (ZEN et al., 2014).

Pouco depois, a regidao Sul do pais ganhou destaque na avicultura, desempenhando
um grande papel dentro da exportagédo agricola do pais, desse modo, o Brasil comegou
a ganhar destaque no mercado mundial, principalmente devido a técnicas como a
Inseminacao Artificial e a Transferéncia de Embrides, que colaboraram para bons resultados
na avicultura do pais. Em seguida, para atender as expectativas das importadoras, as
empresas exportadoras comegaram a investir mais em avangos tecnoldgicos para aumentar
a produtividade da cadeia de producao (VOGADO et al., 2016).

Assim, contribuiu para consolidar padrbes de manejo, e a preocupagdo com a
biosseguranca, sanidade e qualidade da proteina, o que favoreceu o Brasil no mercado
competitivo do exterior. Atualmente o Brasil segue sendo o primeiro pais exportador de
carne de frango no mundo, sendo que em 2021 a producédo chegou a 14.329 mil ton, e em
exportagbes foram 4.610 mil ton, como é possivel ver na (Figura 1) (ABPA, 2022).
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Figura 1: Mercado Mundial de Carne de Frango.
Fonte: ABPA, 2022.

2.1.1 Ciclo das Aves de Corte

Para que as aves tenham seu crescimento adequado é de grande importancia
que o proprietario esteja atento ao bem-estar das aves, o que engloba o fornecimento de
ragcdo, fornecimento de agua, iluminagéo, temperatura, ventilagcdo, nutricdo, vacinacao e
saude. Entao, para se ter um bom desempenho comercial é indispensavel que se tenha
um padrao de bem-estar, visando obter aves que alcancem o peso desejado facilmente,
consequentemente terdo um bom rendimento e ndo havera muitas perdas na unidade de
processamento (AVILA et al., 2007).

Uma vez que as aves recebam o manejo inicial de forma adequada, elas conseguem
ter uma boa base que é necessaria para sua formacgao, podendo ter 30 a 40 gramas a mais
de peso vivo no processamento, se houver um ganho de cinco gramas no peso aos sete
dias. Logo, antes de receber os pintos € importante assegurar a limpeza e desinfecgédo
de todo o aviario, e fazer o pré-aquecimento com a temperatura do ar em torno de 30°C
e a temperatura na borda da prote¢gdo da campanula deve estar com 32°C, enquanto a o

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 17

215



piso deve ter 28 a 30°C e a umidade entre 60 a 70% para garantir o conforto dos mesmos
(COBB, 2008).

Com a chegada dos pintos tem que verificar as condicdes ambientais para que
se tenha o desenvolvimento e apetite adequada, certificando a que a taxa minima de
ventilagcdo esteja definida, evitando correntes de ar, a intensidade de luz também deve
estar em um nivel que seja possivel ter a ingestao de ragdo e agua, devendo ser uniforme
em todo o alojamento. E em seguida examinar o comportamento dos pintos nas primeiras
duas horas, para ter certeza que o alojamento esta nas condi¢des corretas, e em seguida
fazer a pesagem a granel de uma amostra de pintos, calculando a média de peso corporal
(AVIAGEN, 2018).

Com 0-3 dias de vida é necessario fornecer 23 horas de luz e uma hora sem para
os primeiros sete dias depois que foram alojados e verificar se 0s papos estao cheios para
saber se eles conseguiram encontrar a ragcéo e agua, na (Figura 2) é possivel ver o tempo
de verificagdo do papo cheio e a verificagéo ideal. Enquanto que com 4-6 dias se inicia a
mudanca de comedouros e bebedouros para automaticos, e aos poucos se retira a racao
em papel e em bandejas (AVIAGEN, 2018).

Tempo de verificagdo | Verificacdo ideal do papo cheio
do papo cheio (% de pintos com papos cheios)
2 horas 75
4 horas 80
B horas = B0
12 horas = 85
24 horas = 85
48 horas 100

Figura 2: Verificagdo do papo cheio.

Fonte: Aviagen, 2018.

Aos 7-13 dias comecga a passagem da racéo inicial para a de engorda, entao é
necessario verificar a qualidade fisica da alimentacéo e ajustar o comedouro de acordo
com o crescimento das aves e fornecer a intensidade de luz de 5 a 10 lux durante o periodo
com luz. Enquanto que com 21-27 dias se realiza a transicdo da racdo de engorda para
a final, para que a transicao seja aos poucos entre as ragdes, sem que haja interrupcéo
no fornecimento, e deve-se pesar individualmente uma amostra de aves aos 21 dias
(AVIAGEN, 2018; ABREU et al., 2021).

E por fim, com 35 dias até o final se faz a pesagem individual de uma amostra
de aves semanalmente, e por seguinte, na gestdo do pré-processamento se restringe o
acesso das aves aos comedouros, mas mantendo 0 acesso a agua, além de que se deve
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fornecer 23 horas de luz e uma hora sem durante trés dias antes da captura, garantindo
para que a intensidade de luz seja restringida durante a captura. Antes da retirada ndo se
deve esquecer de calcular o periodo da retirada da ragéo, que inclui o periodo da ave sem
alimento, tempo de captura, tempo de transporte e area de espera, para proporcionar a
seguranca alimentar (FIGUEIREDO et al., 2007).

2.1.2 Alimentagcdo

O objetivo da dieta para frangos de corte € suprir suas necessidades nutricionais
durante o seu ciclo de vida. O alimento € o maior custo nessa producgdo. As racdes de
frango sdo formuladas de acordo com sua fase, para manter o equilibrio entre proteina,
energia, minerais e vitaminas (AVIAGEN, 2018).

No periodo de incubagé@o a fonte de nutrientes para os pintos € o ovo, apés a
ecloséo sua fonte de nutrientes passa ser a racdo, essa deve ser de grande qualidade
pois na fase inicial o consumo & menor e também ter a capacidade de desenvolver o
apetite dos pintos. Deve ser fornecida em bandejas ou sobre folhas de papel para que os
pintos tenham um facil acesso. Esse papel deve estar localizado proéximo aos comedouros
e bebedouros automaticos para facilitar a transicdo, comegando a ser removido apo6s o
terceiro dia. (AVIAGEN, 2018).

Apo6s 14 dias pode comegar a ser fornecida a ragdo de engorda que além de textura
diferente tem densidade diferente de nutrientes, principalmente de aminoacidos e energia,
os frangos nessa fase terdo um rapido crescimento. Se atenta aos cuidados nessa transicéo
de ragéo para que nao se tenha uma diminuicdo no consumo. A ragéo final sera fornecida
com cerca de 25 dias, é a fase que tera mais consumo e essa ragdo deve ser pensada
no retorno financeiro (AVIAGEN, 2018). Com o melhoramento genético das aves basta ter
uma dieta balanceada para ter um bom desenvolvimento, tendo também como aliado a
sanidade (HEINZEN, 2006).

2.1.3 Programa de luz

Sabe-se que além de manejo e nutricdo adequados, o uso dos programas de luz
tem sido usado para proporcionar condicbes de ambiente diferentes em busca de obter
um maior ganho de peso e uma melhor converséo alimentar. Ha trés classificagbes para
os programas de luz, s&o elas a luz intermitente, crescente e continua. No programa com
luz intermitente se tem ciclos de luz e escuro repetidos durante as 24 horas, imagina-se
que se tenha assim uma sincronia entre o alimento consumido e a passagem pelo sistema
digestivo dos frangos (ABREU, 2006).

Em programas de luz crescente o fotoperiodo &€ aumentado conforme os frangos
vao avangando na idade, pelo fotoperiodo ser curto no comeco ndo se tem um consumo
de racdo e um ganho de peso téo alto, ndo afetando assim o desenvolvimento esquelético,
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se observa que frangos expostos a esse tipo de fotoperiodo tem maior producéo de
androgénios o que explicaria 0 ganho compensatério na fase final. Dentro do programa
de luz constante se tem o mesmo fotoperiodo durante todo o ciclo, deixando o acesso ao
cocho durante o dia todo, crendo que as aves em intervalos regulares acabam consumindo
pequenas quantidades (COBB, 2008).

O periodo escuro tem sua importéncia para a conversao alimentar, pois € a energia
conservada durante o descanso que leva a ela (AVIAGEN, 2012). A variagédo entre periodo
de luz e escuro induz a produg¢do de melatonina que tem importancia imunologica. A
melatonina é um potente antioxidante, reduzindo a destruicao de células do corpo realizando
a baixa dos radicais livres, por tanto ajuda a manter as células sadias (COBB, 2008).

O programa de luz deve ser adaptado de acordo com o local e o objetivo do
produtor, a ma utilizacao desse programa pode comprometer o ganho de peso diério, a
luminosidade e o periodo de luz influenciam diretamente na atividade dos frangos. E de
suma importancia observar o desempenho das aves, a dieta e o consumo para se ver a
viabilidade do programa de luz (AVIAGEN, 2010).

2.2 Material e Métodos

Devido a natureza dos dados coletados, a pesquisa é de cunho quantitativo, pois
buscou-se entender como a influéncia na luz diaria das aves influencia no ganho de peso
final, comparando os resultados com a literatura cientifica.

Para a pesquisa foram utilizados 4 frangos com aptidéo de corte, oriundos da cidade
de Guaporé-RS, das 4 aves, 2 foram para a instalagéo 1 (I1), estes com luz natural e 2
foram para a instalagéo 2 (12), estes com luz artificial. As instalagdes foram preparadas
antes de sua chegada, com piso forrado de cama de maravalha, o tamanho do ambiente de
30x40cm? para cada instalagdo, com temperatura ambiente a 12 usou-se de lampada LED
Luz branca fria 9w, onde a temperatura ndo modifica, a agua foi fornecida por bebedouro
de plastico automatico com rosca um para cada instalacao, foi feita a limpeza e troca de
agua uma vez por dia (Figura 1).

As aves chegaram com 1 dia de idade no dia 06 de setembro de 2022 (Figura
2), e ficaram alocadas até Ultima pesagem no periodo de 35 dias, sendo fornecido racéo
inicial para aves de 1-15 dias de idade, e racéo final com 15-35 dias. Este trabalho foi
realizado no periodo de inverno, quando a luz solar atinge a instalacao as 6 horas, e se pde
18:30 horas conforme a Figura 1A. As aves da 12 receberam luz artificial, sendo utilizado o
programa de luz continuo, de acordo com Figura 1 B. As aves foram pesadas, a |1 peso
inicial frango 1, 0,46kg e frango 2, 0,48kg, na I2 peso inicial frango 1, 0,41kg e frango 2,
0,40kg.
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Figural. 1A: Instalagdo 1, luz natural. 1B: Instalagdo 2, luz artificial.

Idade Luz (horas) Escuro (horas)
1-35 dias 12:30 11:30
Quadro 1. Horas de luz e escuro conforme a idade, oferecidas na instalagéo 1.
Idade Luz (horas) Escuro (horas)
1 dia 24 0
2-7 dias 23 1
8-35 dias 20 4

Quadro 2. Horas de luz e escuro conforme a idade, oferecidas na instalagéo 2.
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Imagens pesagens frangos:

Foto 1: frangos com 3 dias: 1.A: I1 frango 1, peso 0,60kg. 1B: I1: Frango 2, peso 0,68 kg. 1C: 12 frango
1, peso 0,62 kg. 1D: 12 frango 2, peso 0,58 kg

Foto 2: frangos com 12 dias: 2.A: |1 frango 1, peso 0,325kg. 2B: I11: Frango 2, peso 0,379 kg. 2C: 12
frango 1, peso 0,567 kg. 2D: 12 frango 2, peso 0,508 kg

Foto 3: frangos com 35 dias: 3.A: 11 frango 1, peso 1,337kg. 3B: I1: Frango 2, peso 1,499 kg. 3C: 12
frango 1, peso 2,125. 3D: |12 frango 2, peso 2,074 kg

2.3 Resultados e Discussao

Conforme a pesquisa, obtivemos o resultado de que as aves criadas em luz artificial
chegaram ao peso maior nos 35 dias de vida por se alimentarem em periodos luminosos,
os frangos da 12 consumiram mais alimento, quando comparadas aquelas criadas em luz
natural. Conforme Karen Schwean-Lardner e Dr. Hank Classen o artigo Programa de Luz
para Frangos de Corte, propde que o fotoperiodo apresenta grande efeito no ganho de peso
do frango, quando se limita o tempo em que as aves tém acesso visual aos comedouros e
bebedouros, usando de fotoperiodos curtos, reduz a taxa de crescimento pelo menor tempo
para comer, um fotoperiodo mais prolongado permite acesso praticamente constante ao
alimento e a agua, favorecendo maior consumo e portanto o desenvolvimento da ave.

Idade Instalagdo 1 Instalagdo 2

Frango 1 Frango 2 Frango 1 Frango 2
1 dia 0,46 kg 0,48 kg 0,41 kg 0,40 kg
3 dias 0,60 kg 0,68 kg 0,62 kg 0,58 kg
7 dias 0,100 kg 0,125 kg 0,164 kg 0,146 kg
12 dias 0,325 kg 0,379 kg 0,567 kg 0,508 kg
22 dias 0,774 kg 0,813 kg 1434 kg 1337 kg
30 DIAS 1.102 kg 1175 kg 1889 kg 1761 kg
35 DIAS 1.306 kg 1499 kg 2125 kg 2074 kg

Quadro 3. Pesos das aves obtidos em cada pesagem.
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31 CONCLUSAO

Conclui-se que o trabalho obteve seus resultados esperados, onde as aves criadas
com luz artificial obtiveram mais peso em comparagao as aves criadas em luz natural.

A formulacdo da racéo foi a mesma para ambas, o fornecimento de agua e calor
foram os mesmos também, as aves criadas em luz natural dormiam um periodo maior, se
alimentando no periodo em que passavam acordadas.

Observou-se que a luz artificial induz as aves a se alimentarem mais e dormirem
apenas o necessario, sendo assim ingerem mais alimento e ganham mais peso.
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