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As Ciéncias Biolégicas desempenham um papel fundamental na
compreenséo da vida em todas as suas formas, abrangendo desde organismos
unicelulares até ecossistemas complexos. Por meio de pesquisas sistematicas e
criteriosas, cientistas buscam desvendar os mistérios da biodiversidade, explorar
as interacdes entre os seres vivos e desenvolver solugdes inovadoras para os
desafios enfrentados pela humanidade, como doencas, mudancgas climaticas e
conservacao ambiental. Este livro, “Explorando a Vida em uma Jornada pelas
Ciéncias Biologicas”, retine contribuicdes de autores de universidades nacionais
e internacionais, oferecendo uma visdo abrangente e atualizada sobre diversos
temas relevantes dentro dessa vasta area do conhecimento.

O Capitulo 1, de autoria de Vinicius Alves e Paula Zama, tem como
principal objetivo realizar o levantamento e a comparacdo da macrofauna de
artrépodes cavernicolas em duas grutas localizadas em Pains, Minas Gerais. Os
resultados mostraram um alto indice de diversidade nas cavidades estudadas,
e a realizagédo deste estudo contribuiu significativamente para a documentacao
da fauna de artrépodes da regido, servindo como base para pesquisas futuras
na area.

O Capitulo 2, escrito por Rosangela Maria Rodrigues Barbosa e
colaboradores, tem como objetivo identificar e avaliar o potencial dos extratos
de manga (Mangifera indica), acerola (Malpighia emarginata) e arruda (Ruta
graveolens L.) na atratividade, repeléncia e estimulacdo da oviposicdo do
Aedes aegypti. Os resultados obtidos podem orientar novas abordagens para
o0 monitoramento e controle vetorial, além de possibilitar o desenvolvimento de
produtos biotecnolbgicos, como iscas para armadilhas e repelentes tdpicos para
uso humano.

O Capitulo 3, de autoria de Alejandro Correa Rueda, investigou e
descreveu os sinais acusticos do Scytalopus antarcticus (Churrin de Navarino),
uma espécie enigmatica encontrada nos bosques relictos de Nothofagus na llha
Navarino, Regi@o Subantartica do Chile. O estudo teve como objetivo comparar
essas vocalizagdes com o chamado do Scytalopus magellanicus (Churrin Andino)
para confirmar a classificagdo do Churrin de Navarino como uma espécie distinta.
A analise revelou que o Churrin de Navarino possui uma chamada territorial com
notas de alta intensidade, repetidas sucessivamente, diferindo significativamente
do chamado do Churrin Andino. As evidéncias acusticas e fenotipicas reforcam a
classificacao do Churrin de Navarino como uma espécie distinta.

O Capitulo 4, de autoria de José Ricardo Ferreira Guedes e colaboradores,
tem como objetivo analisar o perfil quimico e a atividade antibacteriana do 6leo
essencial dos bulbilhos de Allium sativum L. em compara¢édo com a alicina. Trata-

se de uma revisao integrativa da literatura com abordagem descritiva, projetada
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para tratar de forma imparcial e abrangente os principais aspectos desse tema.
Os autores notaram que o perfil quimico dos bulbilhos de Allium sativum L. possui
potencial relevante para a investigacdo da atividade antibacteriana de seu 6leo
essencial, quando comparado a alicina. Assim, a exploracao dessas propriedades
pode abrir caminho para novas aplicacdes terapéuticas e beneficios a saude.

O Capitulo 5, de autoria de Maria Guadalupe Maldonado Blanco, avaliou
a atividade antibacteriana dos exudados produzidos por cinco cepas do fungo
entomopatégeno Hirsutella citriformis, bem como por filtrados de cultivo liquido,
testados contra sete cepas bacterianas patogénicas. Nos resultados dos filtrados
de cultivo, quatro cepas fungicas demonstraram inibi¢do do crescimento de pelo
menos uma espécie bacteriana, destacando-se o filtrado da cepa de Colima,
que apresentou uma inibicdo superior a 10 mm contra L. monocytogenes e B.
subtilis. Por outro lado, a cepa fungica de Yucatan mostrou inibicdo de 2 mm
contra B. cereus e L. monocytogenes. A importancia deste estudo reside na
sua contribuicdo para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos,
essenciais para o combate a infeccbes bacterianas, especialmente em um
contexto de crescente resisténcia a antibioticos convencionais.

Esses capitulos ndo apenas ampliam o conhecimento nas respectivas
areas de estudo, mas também destacam a relevancia das pesquisas em Ciéncias
Biologicas para o avango da ciéncia e a promog¢éo de novas descobertas que
beneficiem a sociedade. Além disso, a Atena Editora se apresenta como uma
plataforma organizada e cientifica para a divulgacdo de pesquisas relevantes,
proporcionando um espacgo para a troca de conhecimento e a disseminacéo
de informagbes que podem impactar positivamente as préticas cientificas e a
educacédo. A editora, ao apoiar publicagdes de alta qualidade, contribui para
o fortalecimento da pesquisa cientifica e a formagdo de uma comunidade
académica mais integrada e informada.

Agradecemos a todos os leitores e colaboradores que tornaram este livro
possivel e esperamos que ele inspire novas investigacdes e reflexdes sobre a
fascinante jornada da vida nas Ciéncias Bioldgicas.

Clécio Danilo Dias da Silva

Daniele Bezerra dos Santos
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CAPITULO 1

LEVANTAMENTO E COMPARACAO DA
MACROFAUNA DE ARTROPODES EM DUAS
GRUTAS DE PAINS, MINAS GERAIS, BRASIL

Data de submiss&o: 21/10/2024

Vinicius L. Alves

Departamento de Ciéncias Naturais e da
Terra, Universidade do Estado de Minas
Gerais

Minas Gerais, Brasil.

Paula C. Zama

Departamento de Ciéncias Naturais e da
Terra, Universidade do Estado de Minas
Gerais

Minas Gerais, Brasil.

RESUMO. Cavidades naturais
subterrédneas ou cavernas séo conhecidas
por sua estabilidade ambiental em relagdo
as alteragcbes do meio externo. Sendo
assim, cavidades sao locais que possuem
caracteristicas facilitadoras a realizagéo de
estudos, uma vez que sua area é delimitada
fisicamente pela projecéo de seus condutos,
permitindo uma amostragem mais eficiente.
Este estudo teve como principal objetivo
realizar um levantamento e uma comparagéo
da macrofauna de artropodes cavernicolas
em duas grutas de Pains, Minas Gerais. Os
trabalhos de campo ocorreram em quatro
coletas utilizando busca ativa com plotagem
de espécies, abrangendo os periodos de
seca e de chuva. O estudo ocorreu em duas

Data de aceite: 01/11/2024

cavidades, a Gruta da Divisa e a Coqueiro II,
localizadas dentro da Mineragdo Saldanha
LTDA. Ao todo foram contabilizados 399
espécimes de 11 ordens diferentes, destes,
193 individuos foram coletados na Gruta da
Divisa e 206 na Gruta Coqueiro Il. As ordens
mais coletadas foram Diptera com 143
espécimes e Araneae com 140 individuos.
As cavidades apresentaram riqueza total de
39 espécies, indice de Shannon de 2,89,
indice de Simpson de 0,91 e Equitatividade
de 1,82. Quando comparadas por meio de
analises rarefeitas do indice de Shannon,
a fauna de individuos pertencentes a
Insecta apresentam diferencas, porém em
Arachnida ndo. Além disso, foi coletado um
miriapode trogléfilo e registrada a primeira
ocorréncia de um espécime da familia
Mantispidae para cavidades da regido. A
partir dos resultados obtidos, as cavidades
estudadas mostraram um alto indice de
diversidade, ademais a realizagdo deste
estudo contribuiu para a documentag¢édo da
fauna de artropodes da regido, servindo
como base para futuros estudos na area.

PALAVRAS-CHAVE. Arachnida, Insecta,
espeleologia, cavidades, espeleobiologia.

ABSTRACT. Survey and comparison of
arthropod macrofauna in two caves at Pains,
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Minas Gerais, Brazil. Caves are known for their environmental stability in relation to outside
changes. Consequently, cavities facilitate studies since its area is physically delimited by the
projection of the conduits, allowing a complete sampling. The main objective of this study was
to survey and compare the arthropods macrofauna of two caves in Pains, MG. The field works
took place in four collections using active search with species plotting, which covered the
dry and rainy periods. The study happened in two cavities, Gruta da Divisa and Coqueiro |,
located inside Mineragé@o Saldanha LTDA. Totally, 399 specimens of 11 different orders were
recorded, which 193 individuals were collected in Gruta da Divisa and 206 in Coqueiro Il. The
most collected orders were Diptera with 143 specimens and Araneae with 140 individuals.
The cavities had a total richness of 39 species, Shannon Index of 2.89, Simpson Index of 0.91
and Equitability of 1.82. When the caves were compared by rarefied analyzes of Shannon
index, the Insecta fauna present differences, but no one was checked in Arachnida. Besides,
a troglophilous myriapod was collected and a specimen of Mantispidae is the first record of the
family in the region. Based on the results obtained, the cavities studied showed a high level of
diversity. In addition, this study contributed to document the arthropod fauna in the region and
works as reference for future studies.

KEYWORDS. Arachnida, Insecta, speleology, cavity, speleobiology.

A espeleologia possui esséncia multidisciplinar e abrange diversas areas do
conhecimento como: geografia, geologia, biologia entre outras (Cruz & PiLo, 2019). Assim,
estudos que envolvem a biologia e a espeleologia sdo chamados de espeleobiologia, que
nada mais é que um ramo da biologia que estuda os ambientes subterraneos, abordando
0s aspectos ecologicos e evolutivos deste ecossistema (TraJsaNoO et al., 2012).

E um consenso entre os especialistas da area, que o clima geral no interior da
caverna é muito mais estavel do que os ambientes da superficie. A partir disso, nota-se que
a temperatura no interior das cavidades, geralmente, representa a média anual da regiéo,
e assim, as cavernas tropicais sdo conhecidas por suas elevadas temperaturas em relacéo
a cavidades de climas temperados (PouLson & WHITE, 1969).

O fato da auséncia permanente de luz dentro das cavernas impedir o estabelecimento
de espécies fotossintetizantes, faz com que a base da cadeia produtiva (produgéo primaria)
destes ambientes fique a cargo de organismos quimioautotréficos, como bactérias que
utilizam o ferro e enxofre para se desenvolver (Sarsu et al., 1996). Uma segunda e principal
fonte de alimento para os organismos cavernicolas € obtida por meio do ambiente externo.
Animais podem levar material organico para dentro das cavidades, como morcegos que
depositam guano e corujas que regurgitam bolotas. Além disso, agentes abibticos, como
agua e vento, podem carreia matéria organica, como folhas, carcagas de animais mortos,
poélen e madeira, para o interior das cavidades, criando depoésitos de serrapilheira ideais
para o desenvolvimento de varios organismos (GnaspiNi-NETTO, 1989). Uma terceira via
de aporte de nutrientes externos para os animais cavernicolas sdo as raizes de arvores
que penetram as paredes da cavidade e ficam expostas (Siva, 2008). Visto isso, € de se
esperar que a distribuicdo dos individuos que vivem dentro cavidade seja influenciada por

Explorando a vida em uma jornada pelas ciéncias bioldgicas Capitulo 1
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inUmeros fatores, dentre eles a disponibilidade de alimento e matéria orgénica em seu
interior, onde temos uma forte correlagéo entre os organismos e o tipo de depdsito orgénico
(PouLson & CuLver, 1969).

Neste contexto, o estudo dos animais em cavernas permite identificar caracteristicas
morfolégicas singulares de cada um, observar sua histéria de vida e registrar adaptacdes
necessarias para vida no ambiente cavernicola. Sendo assim, elas possuem um grande
potencial de estudo e de pesquisa cientifica, porque diferente dos varios ambientes
existentes na superficie, dentro das cavernas, é possivel estudar os diferentes organismos,
comunidades e suas relagdes abrangendo toda sua area de distribuicdo que € delimitada
pelos condutos, dentro da cavidade (PouLson & WHITE, 1969).

Levantamentos de fauna contribuem para caracterizar a cavidade e classificar sua
relevancia de forma correta. E importante lembrar que as espécies existentes nas cavidades
e aspectos abidticos, como os espeleotemas, sdo testemunhas da evolugcdo do planeta
(PouLson & WHITE, 1969), e contém milhares de anos de histéria geoldgica e registros do
clima da regiéo (Tivo, 2014), o que refor¢a a importancia de garantir a conservacao destes
ambientes. A classificacdo das cavernas pode se enquadrar entre as categorias: maximo,
alto, médio ou baixa relevancia, levando em consideragéo seu patriménio espeleoldgico, a
area de influéncia, sua geometria e componentes estruturais que formam o Carste (BRrasiL,
2009). Apos a classificagdo e compilacdo dos dados coletados é possivel elaborar medidas
de conservacéo efetivas e singulares da realidade de cada cavidade.

Pains é a cidade com o maior nimero de cavidades registradas em Minas Gerais
e no Brasil (ICMBIO, 2022). Atualmente, segundo dados do Cadastro Nacional de
Informacdes Espeleoldgicas (BrasiL, 2021), existem cerca de 2.400 cavidades subterraneas
naturais registradas somente no municipio de Pains. O alto indice de ocorréncia e,
consequentemente, de registros de cavidades se explica devido a geologia da regido ser
composta por rochas sollveis, a respeito o calcario, fator que favorece o processo de
dissolucédo e a génese destes ambientes (ICMBIO, 2022).

Tendo em vista a importancia do ambiente cavernicola e da necessidade de se
conhecer cada carste, o objetivo do presente trabalho foi realizar um levantamento da
macrofauna de artrépodes em duas grutas de Pains e comparar aspectos gerais desses
dois ambientes. Por se tratar de ambientes pouco explorados, espera-se também contribuir
com informacdes biolégicas e espeleolégicas para futuros estudos e para possiveis

propostas de conservacao das grutas.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo. O municipio de Pains e seu entorno estédo inseridos em uma geologia
de rocha calcaria, localmente é possivel notar feicdes caracteristicas como lapias, dolinas,
afloramentos e grandes macicos além da vegetagéo caracteristica, conhecida como Mata
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de Pains (MeLo et al., 2013). A Mineracao Saldanha se localiza proximo a regido central do
municipio, onde deu inicio em suas operagdes por volta da década de 80. As cavidades
estudadas, Gruta da Divisa e Coqueiro Il, estdo inseridas proximas a area de lavra da
mineracdo (Fig.1), estando antes oclusas e descobertas em detrimento das atividades

minerarias.
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Fig. 1. Mapa da area de estudo no municipio de Pains — MG, mostrando a localizagdo das duas
cavidades selecionadas para estudo. Alves 2024.

A Gruta da Divisa (20°23'29,86"S, 45°39'51,80”"W) é uma cavidade de alta relevancia
em meio a uma antiga cava de extragcdo onde as operag¢des foram suspensas a muitos
anos (Fig. 1). Por ser um local de facil acesso e ja ter sido bastante explorada, € possivel
perceber acbes antropicas, como pichagbes, em sua entrada. A gruta esta proxima a
cota do Rio S&do Miguel e foi alvo de inundagdes ao longo dos anos, fato que pode ser
comprovado através da presenca de marcas nas paredes de seus condutos evidenciando
o nivel atingido pela agua durante a cheia. A Gruta da Divisa possui desenvolvimento
linear de aproximadamente 279 metros (Fig. 2) e ao longo de seus condutos é possivel
observar a existéncia de diversos depésitos de serrapilheira que podem se tornar biétopos
perfeitos para diversos organismos (Figs 3, 4). A cavidade possui zoneamento incompleto
com a presenca de zona eufotica e disfética, seus condutos foram divididos em nove bases
amostrais (Figs 2, 5-12).
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Figs 2-4. 2) Projegéao horizontal da Gruta da Divisa, com a identificacdo das bases amostrais (QGIS
Development Team); 3) Entrada da cavidade, base A0; 4) Base A1 com marcas de inundagoes nas
paredes.

Figs 5-12. Bases amostrais existentes na Gruta da Divisa. 5) B1; 6) A2; 7) A3; 8) A4; 9) A5; 10) A6; 11)
A7;12) A8.

A Gruta Coqueiro Il (20°23’37,76”S, 45°39'53,10"W) também é uma cavidade de
alta relevancia devido a seus atributos que lhe conferem grande beleza cénica. Situada

Explorando a vida em uma jornada pelas ciéncias bioldgicas Capitulo 1



proxima a Gruta da Divisa, seu acesso € relativamente facil, sendo realizado pela estrada
que liga a antiga cava a planta de beneficiamento seguida por um pequeno trecho de
mata fechada em estado de recomposicéo (Fig. 1). Devido ao facil acesso, foi instalado
um portdo de protecdo e cadeado em sua entrada para evitar a entrada de pessoas néo
autorizadas pelos 6rgdos ambientais (Fig. 13). Por este motivo, nota-se uma cavidade bem
preservada de acdes antrdpicas, apesar da fragilidade e proximidade da lavra. A cavidade
possui desenvolvimento linear de aproximadamente 49 metros e zoneamento incompleto,
com a presencga apenas de zona eufética e disfética (Fig. 14). Em seu interior ha pouca
deposicdo de serrapilheira (Fig. 15), no entanto, proximo a sua entrada € possivel observar
bolotas regurgitadas, penas, 0ssos e guano. Em seus condutos é possivel observar que
apesar da geologia calcaria existe grande quantidade de solo (Figs. 16-23). Em seu interior

também é possivel visualizar alguns espeleotemas Unicos, como a flor de gipsita (Fig. 22).
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Figs. 16-22. Bases amostrais existentes na cavidade Coqueiro Il. 16) B1; 17) A1; 18) A1; 19) A2; 20)
A3; 21) A4; 22) Espeleotema flor de gipsita em A3; 23) Parte externa do macico onde se localiza a
cavidade.

Amostragens. A metodologia adotada para este estudo foi a de coleta manual com
plotagem de espécies, como proposta por FERREIRA (2004).

Para o georreferenciamento dos espécimes coletados, foi utilizado como base os
mapa topografico das cavidades das Grutas da Divisa e Coqueiro Il, extraido dos estudos
de licenciamento ambiental da Mineracdo Saldanha. Esta medida foi necesséaria uma
vez que nédo existe sinal de GPS no interior da gruta. A partir do mapa topografico foram
determinadas as bases amostrais, nomeadas “A” e “B”, correspondendo respectivamente
aos pontos demarcados no conduto principal da cavidade e aos pontos demarcados em
condutos secundarios, ambas seguidas de sua sequéncia numérica (Figs 2, 14). Estes
pontos foram utilizados para monitoramento da temperatura e umidade durante a coleta e
para apontar a localizagéo dos individuos coletados em relagdo a extensdo da cavidade.
Os espécimes coletados foram etiquetados e armazenados em potes com alcool 70%.

Concluida a etapa de acondicionamento, as amostras foram transportadas até o
laboratério de Zoobotanica da Universidade do Estado de Minas Gerais, unidade Divinopolis
(UEMG-Divinépolis) onde foi realizada a identificacdo de cada animal coletado, até o
menor nivel taxondmico possivel. A identificacdo dos Arachnida foi baseada em CanDIANI
et al. (2005), Azara et al. (2013), BrescoviT et al. (2003), ICMBIO (2013), CHavaRI et al.
(2014), TouriNHO et al. (2007) e HARvESTMEN (2007). A identificagcdo dos Insecta foi realizada
através de BERENGER & GIL-SANTANA (2005), Reusen (1994), CarvaLHoO et al. (2002), RiBeiro
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et al. (2007), Leire & De SA (2010), RaraeL et al. (2012), Baccaro et al. (2015) e BARRETO &
WanbscHEER (2017). Ademais, foi realizada consulta a especialistas para identificacdo de
alguns individuos coletados.

O material coletado em campo e fixado serd depositado na colegdo didatica da
UEMG-Divinépolis e no Centro de Cole¢des TaxonO6micas da Universidade Federal de
Minas Gerais (CCT-UFMG), sendo disponibilizado posteriormente para comunidade.

Analises. Apos tabulagdo dos dados obtidos durante a pesquisa, foi mensurada
a riqueza de espécies para cada cavidade amostrada, almejando avaliar o niumero de
diferentes espécies que vivem em cada gruta. Também foram realizados calculos padrbes
para os indices de diversidade de Shannon, visando mensurar a diversidade de cada
ambiente, e o indice de Simpson, andlise que também avalia a diversidade, porém de
forma menos sensivel (este calculo foi realizado utilizando como base 1 — Diversidade).
Como o desenvolvimento horizontal das cavidades e consequentemente suas areas séo
diferentes, adicionalmente foram realizadas anélises de rarefacdo com base na riqueza
de espécies e diversidade de Shannon. Este calculo permitiu comparar a diferenca entre
os indices de riqueza e diversidade de Shannon das cavidades amostradas. Optou-se por
fazer repeticdes de todas as andlises para os seguintes grupos: amostra total (N total),
Insecta e Arachnida. Todos os calculos realizados foram executados por meio da linguagem
de programacéo R (R Core Teawm, 2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo foram realizadas quatro coletas, sendo a 1% e a 22 realizadas nas dadas
de 24/07 e 18/09, contemplando a estacao seca, e a 3% e a 4® nas datas de 29/10 e 21/11,
abrangendo a estagéo chuvosa.

Ao fim dos trabalhos de campo, foram contabilizados 399 espécimes coletados,
sendo estes representantes de 11 ordens diferentes (Tab. I). Destes, 193 individuos foram
coletados na Gruta da Divisa e 206 na Gruta Coqueiro Il. A ordem mais coletada foi Diptera
com 143 espécimes, seguida por Araneae com 140, Lepidoptera com 38, Hymenoptera
com 26, Hemiptera com 19, Psocodea com 12, Orthoptera com nove, Opiliones com
cinco, Neuroptera com quatro, Spirostreptida com dois e, por fim, Blattaria com apenas um
individuo coletado.

No periodo de seca (jun. a set.), foi observado um menor numero de individuos
(119 spp.), representando 8 ordens (Tab. I). Enquanto no periodo de chuva (out. e nov.), foi
observado uma abundéancia maior de espécimes (280 spp.) de 11 diferentes ordens (Tab. I).
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Gruta da Divisa

Gruta Coqueiro Il

- P Periodo | Periodo | Periodo | Periodo
Grupos Ordem Familia Espécie Seca Chuva Seca Chuva
1° |22 |30 & |10 [22 |30 |&
Araneidae sp.1 3 1 7 3 0 0 2 0
Dipluridae sp.1 0 0 0 1 0 0 0 0
Ischnothelidae sp.1 0 0 0 1 0 0 0 1
sp.1 3 9 14 7 1 2 1 1
Pholcidae
sp.2 2 4 4 4 0 0 0 0
Araneae —
Arachnida Salticidade sp.1 0 0 0 0 0 0 0 1
Scytodidae sp.1 1 0 0 1 0 0 3 2
o Loxosceles sp.1 o o0 o o0 2 8 10 6
Sicariidae
Loxosceles sp.2 0 0 0 0 1 17 9 7
sp.1 0 0 1 0 0 0 0 0
- . Mitogoniella
Opiliones Gonyleptidae taquara 2 1 1 1 0 0 0 0
Blattaria Blattidae sp.1 0 0 1 0 0 0 0
Anthomyiidae sp.1 0 0 0 0 1 0 0
Culicidae Culex sp. 1 0 1 0 0 0 2
Limoniidae sp.1 2 9 9 10 O 1 1 1
. Muscidae sp.1 1 9 0 1 2 4 2 3
Diptera
Psychodinae Philosepedon sp. 1 0 1 0 0 0 0 0
Tipulidae sp.1 0 0 0 0 0 0 0 1
sp.1 0 0 0 0 0 0 26 48
sp.2 0 0 2 0 0 0 2 0
. Zelurus sp. o o0 2 3 0 2 6 4
) Reduviidae -
Hemiptera Cosmoclopius sp. 0 0 0 0 0 0 1 0
Achilixiidae sp. 01 0 0 1 0 0 0 0 0
Insecta , Trigona sp. 0 0o o0 1 0 0 O0 O
Apidae -
Plebeia sp. 0 0 0 0 0 0 1 1
Hymenoptera  Formicidae sp.1 0 3 2 11 0 4 0 O
Vespidae Mischocyttarus 000 0 0 1 0 2 o0
cassununga
Erebidae sp.1 3 6 2 1 5 1 1 3
Lepidoptera Noctuidae sp.1 0 0 0 1 0 0 0 0
Tineidae sp.1 1 0 0 1 0 0 0 3
Crysopidae sp.1 0 0 0 0 0 0 0 1
Neutoptera
Mantispidae sp.1 0 0 1 2 0 0 0 0
Acrididae sp.1 0 0 0 0 0 0 1 0
Orthoptera ) Strinatia sp. 0 3 1 0 0 0 0 0
Phalangopsidae
sp.1 0 0 0 4 0 0 0
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sp.1 1 1 1 1 0 0 0 1

Psocodea
sp.2 0 0 0 7 0 0 0 0

Pseudonannolene

Miriapoda Diplopoda Pseusonannolenidae sp

Tab. I. Descrigdo e abundancia dos taxons coletados nas cavidades amostradas durante as estagcoes
de seca e chuva.

Figs 24-39. 24) Mantispidae sp.1; 25 e 35) Erebidae sp.1; 26) Loxosceles sp.1; 27) Crysopidae sp.1;
28) Psocodea sp.1; 29) Psocodea sp.2; 30 e 39) Phalangopsidae sp.1; 31) Ischnothelidae sp.1;
32) Zelurus sp.1; 33) Mitogoniella taquara, 34) Pholcidae sp.1; 36) Abdome de Dipluridae sp.1; 37)
Cefalotérax de Dipluridae sp.1; 38) Plebeia sp.

Ao todo foram identificadas 38 diferentes espécies de artropodes cavernicolas (Figs.
24-39), sendo apenas dois identificados até o nome especifico e o restante morfotipadas.

Considerando toda a amostra (Ntotal), os céalculos do indice de diversidade mostram
que a Gruta da Divisa tem riqueza de 28 espécies e a Coqueiro Il de 24. O indice de
Shannon para Gruta da Divisa é de 2,72 nats, para Coqueiro Il € de 2,22 nats e 0 indice de
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Shannon total € de 2,89 nats. O indice de Simpson para a Gruta da Divisa foi de 0,90, para
Coqueiro Il de 0,81 e Simpson total de 0,91. A equitatividade foi calculada em 0,81 para a
Gruta da Divisa, de 0,69 para a Coqueiro Il e 1,82 como Equitatividade total.

Utilizando as analises de rarefacdo, os resultados apontam que ao comparar as
cavidades ndo existe uma diferencga significativa entre as grutas quando utilizado como
métrica a riqueza de espécies (Fig. 40). No entanto, ao comparar as cavidades utilizando
o indice de Shannon rarefeito, os calculos apontam uma diferenga de aproximadamente
dez pontos entre a diversidade das cavidades (Fig. 41). Este resultado provavelmente se
deve ao fato do teste de Shannon-Wiener ser mais sensivel do que a analise de riqueza,
quantificando valores diferentes a cada espécie de acordo com a sua raridade (DA-SiLva et
al., 2022).

40
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Figs 40-41. Curvas de rarefagéo para o grupo Ntotal, considerando as coletas realizadas entre julho-
novembro/2022 nas grutas Coqueiro Il e Gruta da Divisa, na regiéo carstica de Pains (Minas Gerais,
Brasil): 40) rarefacdo baseada na riqueza de espécies; 41) rarefacdo baseada no indice de Shannon (R
Core Team, 2022).

Foram realizadas as mesmas analises para os dois grandes grupos mais coletados
de artropodes. Para os aracnideos obteve-se uma riqueza de oito espécies na Gruta da
Divisa e de sete na Coqueiro Il, além de uma riqueza total de 11. O indice de Shannon para
aracnideos, apontam para uma diversidade de 1,46 nats na Gruta da Divisa, 1,30 nats na
Coqueiro Il e Shannon total de 1,89 nats. Ja o indice de Simpson retornou a diversidade
de 0,69 na Gruta da Divisa, 0,65 para Coqueiro Il e 0,81 como Simpson total. Em relagéo
a Equitatividade, a Gruta da Divisa apresentou indice de 0,70, a Coqueiro Il de 0,66 e
Equitatividade total de 1,81 para Aracnideos.

Ao comparar as cavidades tanto pelo indice de Shannon rarefeito (Fig. 42) como pela
riqueza rarefeita (Fig. 43), as analises indicam que néo existem diferencas significativas
entre a fauna de aracnideos das cavidades. E possivel ver que as curvas de rarefagéo e
extrapolagdo se mantém sobrepostas desde o inicio ao fim da coleta de dados (Figs 42,
43).
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Figs 42-43. Curvas de rarefagdo para o grupo Arachnida considerando as coletas realizadas entre

julho-novembro/2022 nas grutas Coqueiro Il e Gruta da Divisa, na regido carstica de Pains (Minas

Gerais, Brasil): 40) rarefagéo baseada na riqueza de espécies; 41) rarefacdo baseada no indice de
Shannon (R Core Team, 2022).

Ainda sobre os aracnideos, as coletas apontaram uma predominéancia de aranhas do
género Loxosceles HEINEkeN & Lowe, 1832 (Fig.26) na cavidade Coqueiro Il (Tab. I). Dentre
os fatores que contribuem para o sucesso de sua colonizag&o, FiscHer & VASCONCELLOS-NETO
(2003) trazem em seu estudo que as aranhas deste género possuem grande resisténcia a
escassez de alimentos e a amplitude de temperatura, tendo algumas espécies sobrevivido
em locais com temperaturas acima de 40°C. Alem disso, aranhas-marrons, nome pelo qual
também sao conhecidas aqui no Brasil (VALDEzZ-MoNDRAGON et al., 2018), preferem habitats
quentes em locais com rochas, fendas e rachaduras, como as grutas, para se esconderem
(BerTani et al., 2015). Desta forma, por ser a cavidade mais quente a Gruta Coqueiro Il
parece ser um ambiente mais favoravel para estes individuos. Além disso, nessa cavidade
também foi registrado um niumero maior de dipteros (Tab. I) e esses animais podem ser
potenciais presas das aranhas na cavidade. Apesar da proximidade entre as grutas, nédo
houve registros de Loxosceles na Gruta da Divisa.

Outra situagé@o interessante sobre os aracnideos apoés as coletas foi a auséncia de
opilides na gruta Coqueiro Il (Fig. 33). Como os opilides utilizam substratos como folhas,
madeiras e serrapilheira para fazer a deposi¢é@o de seus ovos e sdo extremamente sensiveis
as mudancas de temperatura e umidade, talvez a gruta Coqueiro Il ndo seja um ambiente
propicio para eles (HAarvesTMEN, 2007). Na Gruta da Divisa foi registrada temperatura média
em torno de 20.0°C (Fig. 46), sendo esta a temperatura 6tima para incubacgéo dos ovos dos
opilides (HARvESTMEN, 2007). Desse modo, por ter maior umidade relativa, além de ter muita
serrapilheira (com grandes depoésitos na entrada préximo aos locais onde estes individuos

foram coletados), a Gruta da Divisa se mostra mais favoravel a este grupo de aracnideos.
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Registro de Umidade para Gruta da Divisa Registro de Umidade para Gruta Coqueiro Il
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Figs 44-47. Registros de temperatura e umidade nos pontos amostrais das cavidades durante
as coletas de seca e chuva. 44-45) Umidade relativa nas grutas da Divisa e Coqueiro II; 46-47)
Temperatura relativa nas grutas da Divisa e Coqueiro II.

Em relagédo aos individuos coletados do grupo Insecta, a riqueza registrada foi de
19 espécies na Gruta da Divisa, 17 na Coqueiro Il e riqueza total de 27. Ja o indice de
Shannon registrou diversidade de 2,37 nats para Gruta da Divisa, 1,72 nats para Coqueiro
Il e Shannon total de 2,41 nats. O indice de Simpson resultou uma diversidade de 0,86 para
Gruta da Divisa, 0,66 para Coqueiro Il e Simpson total de 0,85. Quanto a equitatividade do
grupo Insecta, a Gruta da Divisa apresentou indice de 0,80 e a Coqueiro Il 0,60, com a total
de 1,68.

Ao comparar as cavidades por meio da rarefagdo, os calculos mostram que ao
utilizar como métrica a riqueza de espécies para Insecta ndo existe diferencga significativa
entre as cavidades, onde provavelmente na extrapolagdo do teste as linhas se cruzaram em
algum momento com o aumento do esforco amostral (Fig. 48). J& em relacdo as analises
tendo o indice de Shannon como métrica, o grafico ilustra que existe uma diferenca entre
a diversidade das cavidades do inicio ao fim das coletas, com a Gruta da Divisa mostrando
um indice superior ao da Coqueiro Il, sendo inclusive mantida na extrapolagéo do grafico
(Fig. 49).
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Figs 48-49. Curvas de rarefagcéo para o Grupo Insecta considerando as coletas realizadas entre julho-
novembro/2022 nas grutas Coqueiro |l e Gruta da Divisa, na regido cérstica de Pains (Minas Gerais,
Brasil): 40) rarefacéo baseada na riqueza de espécies; 41) rarefacdo baseada no indice de Shannon (R
Core Team, 2022).

Ainda sobre Insecta, a fauna amostrada destaca-se pelo registro de uma espécie
ndo identificada de neurdptera da familia Mantispidae (Fig.24) que parece ser um grupo
incomum nas cavidades da regiéo, ja que nao foi registrado em outros estudos (ZampauLoO,
2010; Soares et al., 2013). Os individuos foram registrados na Gruta da Divisa nas 3% e 4%
coletas, estando localizados no teto dentro da cavidade em zona eufética a aproximadamente
3 metros da entrada. Também foi registrada a presenca de duas espécies da ordem
Psocoptera nas cavidades amostradas (Tab. I). A espécie identificada como sp.2 (Fig.28)
apresentou ocorréncia maior na Gruta da Divisa, porém foi comum em ambas cavidades, ja
sp. 1 (Fig.29) apresentou ocorréncia restrita na Gruta da Divisa. No entanto, por limitagbes
de técnica, equipamento adequado e tempo, néo foi possivel realizar a identificagcdo ao
nivel de familia ou inferior.

Outro registro interessante foi a ocorréncia de uma espécie ndo identificada de
diplopoda do género Pseudonannolene Silvestri, 1895. Esse registro foi realizado na Gruta
da Divisa, durante a 3% coleta, localizado entre as bases A4 e A5, numa regido eufotica
proximo a uma mancha de guano. Individuos deste género sdo espécies comuns em
ambientes cavernicolas, sendo classificados como animais trogléfilos, ou seja, aqueles
que podem ou ndo completar todo ciclo de vida dentro da cavidade (ICMBIO, 2019).

Assim como outros estudos relacionados a inventarios de artrbpodes cavernicolas,
os individuos mais abundantes nesta pesquisa foram, de modo geral, os detritivoros e os
predadores néo especificos, como por exemplo, os dipteros e os aracnideos. Observagoes
similares também foram encontradas em estudos na regido de Pains (ZawrauLo, 2010;
Soares et al., 2013) e em outros lugares do Brasil (FERREIRA et al., 2010; SimoEs et al.,
2012; FERREIRA et al., 2016; BicHUETTE et al., 2019). Isso provavelmente se deve ao fato de
que existe uma grande ocorréncia destes individuos no meio epigeo, fator que aumenta a
probabilidade de sua presenca na cavidade. Dessa forma, as coletas abrangeram desde a
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entrada da cavidade (na regido da caverna onde temos maiores similaridades de condi¢cbes
ecolégicas com o meio externo), até o fim de seus condutos (onde normalmente temos
maior estabilidade ambiental), evitando a exclusdo de areas potenciais, como indica
TrAJANO et al. (2006).

Quando comparado, nota-se que o indice médio de diversidade das duas cavidades
amostradas foi de 2.47 nats, se mostrando um pouco mais alto do que o relatado por
Soares et al. (2013) em seu estudo de cavidades no municipio de Cérrego Fundo, MG. Os
resultados das analises também indicam que a Gruta da Divisa possui um maior indice de
diversidade total em relagdo a Coqueiro ll, esta informacao pode ser explicada devido a
diferenca do desenvolvimento linear das cavidades, onde a Divisa possui aproximadamente
279m e a Coqueiro Il 45m. Alguns estudos evidenciam esta relagdo de riqueza versus
area, onde as cavidades maiores possuem maior heterogeneidade de micro habitats,
proporcionando um maior aporte de nutrientes e consequentemente maior diversidade de
organismos (FErREIRA, 2005; Sousa-SiLva, 2008; Sousa-SiLva & FERREIRA, 2009).

Outros fatores ambientais também podem ser determinantes para que haja essa
diferenga entre a riqueza e a diversidade de espécies nas cavidades. A Gruta da Divisa é
um pouco mais fria e tmida do que a Coqueiro Il (Figs 44-47). A média dos dados coletados
referentes a umidade e a temperatura ao longo dos condutos de ambas cavidades mostra
que a Gruta da Divisa possui umidade relativa de 78,25% e temperatura de 20,90°C,
enquanto a Coqueiro Il apresenta 65,50% e 21,73°C, respectivamente.

As diferencas ambientais encontradas entre as grutas podem tornar a cavidade
Coqueiro Il menos propicia a colonizagdo de organismos que necessitam de um ambiente
mais Umido (BicHueTTE et al., 2019). Além disso, essa cavidade ndo apresenta grandes
acumulos de serrapilheira, manchas de guano ou drenagens que poderiam contribuir com
0 aporte de nutrientes e sucesso de uma fauna diversificada (PouLson & Lavoig, 2000). Ja
a Gruta da Divisa possui fatores que podem facilitar a coloniza¢do de diferentes grupos
de artropodes (Tab. I), como temperatura menor e umidade mais alta (Figs 44, 46), maior
estabilidade ambiental, um grande acumulo de serrapilheira, manchas de guano e presenca
de drenagem. Adicionalmente, a Gruta da Divisa possui no fim de seu conduto principal uma
claraboia, que permite a entrada de alimento carreados pela chuva, vento e/ou animais que
eventualmente possam se abrigar na cavidade (BicHUETTE et al., 2017).

Ademais, mesmo apos os trabalhos de campo, a assintota no grafico de coleta ndo
foi atingida (Fig. 40). O aumento do esforco amostral poderia contribuir para que a mesma
fosse alcangada, porém Ferreira (2004), traz em seu estudo realizado em cavidades no Rio
Grande do Norte, os riscos aos danos causados a estes ecossistemas quando submetidos a
uma coleta exaustiva. Além disso, mesmo apds o aumento do esfor¢co amostral ndo existem
garantias que a assintota de coleta seria atingida, como ocorreu nos estudos de SoAREs
et al. (2013), realizado em 28 cavidades, e ZavrauLo (2010), realizado em 296 cavidades.
Esta situagéo provavelmente se deve a heterogeneidade dos habitats cavernicolas, onde
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existem locais como fraturas, frestas e/ou blocos grandes que dificultam ou impossibilitam
sua amostragem (FErREIRA, 2005).

Por fim, mesmo tendo o maior niumero de cavidades registradas em todo Brasil,
estudos que envolvem a espeleobiologia s@o escassos no municio de Pains. Este € um
fator preocupante, uma vez que estes ambientes sofrem maiores pressdes antropicas a
cada dia. Individuos cavernicolas sdo muito sensiveis quanto a interferéncias em seus
habitats, onde pequenas alteracées podem culminar no declinio inteiro de uma comunidade.
Neste contexto este estudo contribuiu para o conhecimento da fauna de invertebrados
cavernicolas da regiéo, registrando uma espécie até entdo sem ocorréncia documentada,
além de fornecer dados ecolégicos sobre as cavidades amostradas, servindo como base
para futuros estudos na area.
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RESUMO: INTRODUGAO: Pesquisas
relacionadas ao comportamento de
culicideos vém revelando que fatores
fisicos e quimicos sdo responsaveis por
desencadear escolhas nas fémeas de
mosquitos, como busca por alimentos,
acasalamento e oviposicdo. O estudo
objetiva identificar e avaliar o potencial
dos extratos de manga (Mangifera indica),
acerola (Malpighia emarginata) e arruda
(Ruta graveolens L.) envolvidas na
atratividade/repeléncia e estimulagdo a
oviposicdo de Aedes aegypti. METODOS:
Os bioensaios foram realizados em camara
de escolha. Para a preparagéo dos extratos
aquoso, foi utilizado 15 g de folhas ou
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caules. Para cada extrato resultante foi diluida para 10%, 30 %, 50% e 100%. Trinta fémeas
gravidas de A. aegypti foram utilizadas/ bioensaios com 12 repeticbes. RESULTADOS E
DISCUSSAO: Os recipientes tratados com folhas de manga a 10% n&o houve diferenca,
ja nas de 30%, 50% e 100%, demonstraram agéo repelente (IAO= -0,66; -0,59; -0,79). Nos
testes com folhas de acerola a 10%, também néo houve diferenca estatistica. Para os testes
nas concentracdes de 30%, 50% e 100%, demonstraram acgéo repelente (IAO=-0,88; -0,75;
-1). Os resultados dos testes com folhas de arruda (10%, 50% e 100%) demonstraram agéo
repelente (IAO= -0,36; IAO= -0,58; IAO= -0,98). No extrato de caule de arruda a 10% e
50%, nao houve diferencga significativa. Ja a 100%, demonstraram acgédo repelente (IAO=
-0,62). CONCLUSAO: Esses resultados podem nortear novas abordagens de monitoramento
e controle vetorial, e futuras producéo de produtos biotecnolégicos como iscas para uso em
armadilhas e repelentes tdpicos para uso em humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Armadilhas; Culicideos vetores; Iscas; Vigilancia de mosquitos.

EXPLORING THE BASIC BEHAVIOR OF THE Aedes aegypti MOSQUITO:
IDENTIFICATION OF BAITS INVOLVED IN ATTRACTIVENESS/REPELLENCY
AND STIMULATION OF OVIPOSITION

ABSTRACT: INTRODUCTION: Research on the behavior of culicids has revealed that
physical and chemical factors are responsible for triggering choices in female mosquitoes,
such as searching for food, mating and oviposition. The study aims to identify and evaluate
the potential of extracts of mango (Mangifera indica), acerola (Malpighia emarginata), cashew
(Anacardium occidentale) and rue (Ruta graveolens L.) involved in the attractiveness/
repellentness and stimulation of oviposition of Aedes aegypti. METHODS: The bioassays
were performed in a selection chamber. For the preparation of the aqueous extracts, 15 g
of leaves or stems were used. For each resulting extract, it was diluted to 10%, 30%, 50%
and 100%. Thirty pregnant females of A. aegypti were used/bioassays with 12 replicates.
RESULTS AND DISCUSSION There was no difference in the containers treated with
mango leaves at 10%, while in the 30%, 50% and 100% concentrations, they demonstrated
repellent action (IAO = -0.66; -0.59; -0.79). In the tests with acerola leaves at 10%, there was
also no statistical difference. For the tests at concentrations of 30%, 50% and 100%, they
demonstrated repellent action (IAO = -0.88; -0.75; -1). The results of the tests with rue leaves
(10%, 50% and 100%) demonstrated repellent action (IAO =-0.36; IAO =-0.58; IAO =-0.98).
In the extract of rue stem at 10% and 50%, there was no significant difference. At 100%,
they demonstrated repellent action (IAO = -0.62). CONCLUSION: These results can guide
new approaches to vector monitoring and control, and future production of biotechnological
products such as baits for use in traps and topical repellents for use in humans.
KEYWORDS: Traps; Culicidae vectors; Baits; Mosquito surveillance.

INTRODUCAO

O controle populacional de mosquitos é uma necessidade imposta pelo seu
envolvimento na transmissdo de agentes patogénicos ao homem. A. aegypti € uma
espécie urbana de dificil controle e responsavel pela transmissdo de arboviroses como
o virus Dengue (RUSSELL; INTAVIVAT, KANCHANAPILANT, 1969), Febre Amarela
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(FREDERIKSEN, 1955), Chikungunya (SHAH et al.,, 1964) e Zika (DICK et al. 1952),
arbovirose recentemente estabelecida no Brasil (MARCONDES; XIMENES, 2015).

O Brasil vem investindo no controle populacional de mosquitos ha décadas através do
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), estabelecido em 1996, onde atualmente
opera em mais de 5.000 municipios brasileiros (BRASIL, 2002). No entanto, o pais continua
com altos indices de infestacdo por A. aegypti, sendo 2015 o0 ano marcado tanto pela maior
epidemia da dengue ja registrada, com mais de 1,6 milhdo de casos notificados (LUNA et
al., 2020), quanto pelo primeiro relato de transmissao autéctone do virus Zika (ZANLUCA
et al., 2015). Algumas das grandes fragilidades do PNCD envolvem a limitagéo da inspecéao
visual para levantamento de indices na vigilancia das espécies de Aedes (CODECO et al.,
2015), e a aplicagdo de inseticidas como principal método de controle, que ndo diminuiu
a densidade populacional, resultou na resisténcia em popula¢des de todo pais, e trouxe
riscos a saude dos que tiveram contato constate com o produto (ZARA et al., 2016). Essas
medidas se contrapdem ao sugerido pelo Global Vector Control Response 2017-2030,
que sugere utilizacdo de estratégias integradas para suprimir a populagéo de vetores, sem
permitir a selecéo de resisténcia e ndo colocar em risco a preservagdao do meio ambiente,
a saude dos seres humanos e a dos animais (WHO, 2017).

Uma das aplicagbes no controle integrado é a utilizacdo de armadilhas com
objetivo de coletar mosquitos em diferentes estagios de vida. No dmbito das armadilhas
de oviposi¢do, ganha destaque a ovitrampa, tanto para o monitoramento quanto para o
controle da densidade populacional de mosquitos no campo (MELO-SANTOS et al., 2017;
REGIS et al., 2013).

Com a necessidade de potencializar as armadilhas, estudos sobre semioquimicos
ganham destaque para formulag¢do de iscas, pois agem como reguladoras dos principais
tipos de comportamento em insetos, como busca por sitios de oviposicao (LEAL et al.,
2008). Foi relatado nas Ultimas décadas que a 4gua onde larvas de mosquitos cresceram
pode influenciar positivamente na atividade de oviposicdo, pois as fémeas buscam
pistas de criadouros adequados para o desenvolvimento das suas progénies, mas pouco
foi relacionado se esses atrativos sé@o derivados das larvas, das bactérias que nelas
hospedam, ou mesmo das bactérias do meio de desenvolvimento (ALLAN; KLINE, 1998;
SERPA; MONTEIRO; VOLTOLINI, 2008).

Dentre as formas conhecidas de controle de mosquitos, 0 método mecénico-
comportamental destaca-se por sua eficiéncia, baseando-se, entre outras agdes, na
instalacdo de armadilhas para coletar mosquitos em estagios adultos e imaturos. As
armadilhas podem ser associadas aos larvicidas biologicos (REGIS et al., 2013) e
semioquimicos (BRAKS; LEAL; CARDE, 2007), cujo objetivo gira em torno de monitorar e
reduzir as populagdes de mosquitos nas cidades. Hoje em dia, as armadilhas vém sendo
associadas a atrativos fisicos e quimicos, podendo ser implementadas desta forma, nos
programas de monitoramento e controle vetorial (REGIS et al., 2013; BALDACCHINO
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et al., 2015). Para potencializar a eficiéncia das armadilhas de mosquitos, iscas vém
sendo identificadas (LEAL et al., 2008; GUSMAO et al., 2010; ARBAOUI; CHUA, 2014;
FAIERSTEIN et al., 2019).

Mosquitos sé@o insetos orientados por sinais fisicos e quimicos que desencadeiam
escolhas como, por exemplo, busca por alimento (BERNIER et al., 2006), acasalamento
(PONLAWAT; HARRINGTON, 2009) e oviposicao (ABREU et al., 2015). Por isso, pesquisas
relacionadas ao comportamento dos mosquitos, avaliando novos modelos de iscas
associadas as armadilhas que atraiam e estimulem a oviposi¢do, podem gerar produtos
biotecnoldgicos de grande interesse e aplicabilidade para os programas de controle de
mosquitos (DAY, 2016). O estudo objetivou identificar e avaliar o potencial dos extratos de
manga (Mangifera indica), acerola (Malpighia emarginata), caju (Anacardium occidentale)
e arruda (Ruta graveolens L.) envolvidas na atratividade/repeléncia e estimulacdo a
oviposicao de Aedes aegypti.

METODOS

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Comportamento de Culicideos
Vetores, departamento de Entomologia do Instituto Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ-PE (IAM_
FIOCRUZ-PE), Campus da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.

Mosquitos. A colénia de A. aegypti (RecL) teve inicio em 1996, a partir de ovos
coletados em bairros do Recife (ARAUJO et al.,, 2019). A coldnia é mantida em Recife
a 26 + 2 °C, 65-85% de umidade relativa e sob um periodo de foto de 12:12 h (claro:
escuro). As larvas sao mantidas em recipientes plasticos (30x15 c¢cm; 10 cm de altura)
com densidade de aproximadamente 0,5 larvas/mL. Ap6s a emergéncia, os mosquitos séo
transferidos para uma gaiola de contencéo (30 x 22 x 20 cm), com alimento disponivel ad
libitum em bolas de algoddo, uma embebida em &gua e a outra em solugéo de sacarose a
10%. Os mosquitos s&o agrupados em aproximadamente 800 individuos, entre machos e
fémeas (1:1), e entre o0 sétimo e o décimo dia apds a emergéncia, é oferecido um repasto
sanguineo artificial com 20 mL de sangue desfibrinado do coelho Oryctolagus cuniculus,
Lineu (1758) (FAIERSTEIN et al., 2019).

Extratos. Trés tipos de material orgénico foram utilizados: folhas jovens e ou caule
das plantas como manga (Mangifera indica), acerola (Malpighia emarginata) e arruda (Ruta
graveolens L.).

Extrato aquoso: os extratos foram preparadas individualmente, utilizando 30 g de
material cortado desidratado (24h a 100°C), colocadas em frascos de ambar contendo 2L
de agua destilada por sete dias em condicdes anaerobicas (SANTOS et al., 2010).

Bioensaios de oviposicao

Os bioensaios foram realizados em Camara de escolha, em gaiolas apropriadas
para contencdo de mosquitos (50 x 40 x 32 cm). Foram introduzidas vinte fémeas gravidas
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de A. aegypti previamente alimentadas nas gaiolas para avaliar o comportamento
de oviposicdo. Foram inseridos em cada recipiente papel de filtro como substrato de
oviposicao. As avaliagoes foram repetidas 12 vezes. Em cada repeticdo, um novo grupo de
fémeas gravidas eram inseridas e as posi¢des dos recipientes de postura foram trocadas.
O comportamento de oviposicao foi avaliado em recipientes pareados, um com extratos
boténicos nas concentragcdes de 10%, 50% e 100% versus controle (apenas agua destilada).

Analise Estatistica. A atividade de oviposicao nos recipientes foi determinada através
do indice de Atividade de Oviposicdo (IAO), calculado pela formula: IAO = (NtNc)/(Nt+Nc),
em que Nt = média de ovos depositados no recipiente tratamento e Nc = média de ovos
depositados no recipiente controle. Os valores de IAO variam de +1 (atragdo/estimulacgao)
a -1 (repulsao/inibicédo) (GOMES, 1998). Para comparar o desempenho das infusdes na
coleta de ovos, utilizamos o teste de Wilcoxon com p<0,05 quando significativo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Bioensaios com extrato de folhas de manga (Mangifera indica L.): Um total de
28.740 ovos foram depositados nos bioensaios com a Infusdo das folhas de manga. Na
concentracdo 10% (9.925 ovos — 34, 53%) nao houve diferenca significativa comparado
com controle (11.861 ovos — 41,27%). Para os testes nas concentragées de 30%, 50%
e 100% os resultados demonstraram uma acéo repelente comparado com o controle (p
<0,0005). Na 30% obtiveram um total de 2.469 ovos (8,59 %- IAO=-0,66), na 50 % um total
de 3.081 ovos ovipositatos (10,72 % - IAO= -0,59), na de 100%, um total de 1.404 ovos
foram depositados (4,89 % -IAO= -0,75) (Figura 1).

Bioensaios com extrato de folhas de acerola (Malpighia emarginata DC.):
Os bioensaios com a infusédo das folhas de acerola obtiveram um total de 11.300 ovos
depositados nos recipientes. Na concentracdo de 10 % (4.780 ovos — 42,3 %) ndo houve
diferencga significativa comparado com controle (5.390 ovos — 47,70). Para os testes nas
concentracbes de 30%, 50% e 100% os resultados demonstraram uma ac¢ao repelente
comparado com o controle (p <0,0005). Na 30% obtiveram um total de 349 ovos (8,59 %-
IAO=-0,88), na 50 % um total de 771 ovos ovipositatos (6,82 % - IAO=-0,75), na de 100%,
um total de 10 ovos foram depositados (0,09 % - IAO= -1) (Figura 2).

Bioensaios com extrato de folhas de arruda (Ruta graveolens): Os resultados
dos testes com extrato de folhas de arruda (10%, 50% e 100%) demonstraram que um
numero maior de fémeas preferiu ovipositar mais no recipiente controle (p=0,001; p<0,0001;
p<0,0001), sinalizando desta forma uma acado repelente. Na concentragdo de 10% de
um total de 13.362 ovos depositados, o recipiente controle (9.084 ovos - 67,9 %) coletou
significativamente mais ovos em relagéo ao recipiente teste (4.278 - 32,1 %), com IAO de
-0,36. Na concentracéo de 50%, um total de 15.230 ovos depositados, o recipiente controle
(12.059 ovos - 79,2 %) coletou mais ovos em relagédo ao teste (3.171 ovos - 20,8 %), com
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um IAO de -0,58. Na concentracdo de 100% de um total de 12.182 ovos depositados no
controle (12.067 ovos — 99%) coletou significativamente mais ovos em relacdo ao recipiente
teste (115 ovos — 1%), com um IAO de -0,98 (Figura 3).

Bioensaios com extrato de caule de arruda (Ruta graveolens): No extrato de
caule de arruda (Ruta graveolens) nas 10% e 50%, nédo houve diferenca significativa. Ja a
100%, demonstraram acéo repelente (p<000,1). Na concentracdo de 10% de um total de
8.329 ovos depositados, 51 % foram no recipiente controle (4.262 ovos) e 49% no recipiente
teste (4.067 ovos). Na concentracdo de 50% de um total de 12.797 ovos depositados,
51% foram no recipiente controle (6.4860vos) e 49% no recipiente teste (6.311 ovos). Na
concentracéo de 100% de um total de 16.014 ovos depositados, no recipiente controle
(12.935 ovos) coletou significativamente mais ovos em relagédo ao recipiente teste (3.079
ovos), com IAO de -0,62 (Figura 4).

Os sinais quimicos envolvidos no comportamento de escolha por sitios de oviposicao
podem atuar como atraentes ou estimulantes, bem como inibidores ou repelentes.
Os atraentes de oviposicao s@o responsaveis por induzir os insetos a se locomoverem
grandes distancias em direcéo a fonte de odor enquanto os estimulantes desencadeiam
0 comportamento de oviposicao apds as fémeas ja terem localizado o criadouro, sendo a
acdo normalmente induzida por contato. Os repelentes de oviposigdo podem atuar a longa
distancia, fazendo com que os insetos se desloquem para longe da fonte de estimulo,
desencadeando um comportamento de evitar o criadouro. Os inibidores, no entanto,
evocam resposta apés o contato do inseto com o estimulo. (ISOE; MILLAR 1995, ISOE et
al. 1995).

Para a escolha de um lugar para ovipor, as fémeas gravidas de Aedes aegypti
usam suas sensilas, localizadas em suas antenas, palpos e aparelhos de oviposi¢éo, para
avaliar se o local é favoravel para deposicao de seus ovos. Sdo as sensilas que enviam
sinais nervosos até o nervo central para a identificacdo e processamento das informacgbes
(CLEMENTS, 1999). Essa escolha é mediada de alguns fatores, que séo quimicos e fisicos,
como por exemplo a cor, a temperatura, a densidade 6ptica e o PH da agua, e a textura,
tamanho e umidade do substrato de oviposicdo (MCCALL; CAMERON 1995), caso esses
parametros ndo estejam de acordo com 0s seus parametros, elas buscam outros sitios de
oviposicao.

Os resultados corroboram com outros estudos, que sugerem que as infusdes
liberaram alguns produtos quimicos volateis que atuam como pistas quimicas para as
fémeas gravidas e ajudam na selecdo dos locais de oviposi¢do. Os produtos metabdlicos
formados pela decomposicdo microbiana da matéria orgénica presente na agua atraem,
comunicando-se as fémeas com referéncia a adequacao do local e da disponibilidade de
alimentos para sua préxima progénie e as concentragdes desses volateis podem interferir na
aceitagdo ou repeléncia daquele sitio de oviposi¢cdo (SANTANA et al., 2006; PONNUSAMY
et al., 2010). Um estudo realizado na India apontou que as folhas de bambu, assim como as
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folhas de capim, sao infusdes atrativas para A. aegypti (GOPALAKRISHNAN, et. al., 2012).

CONCLUSOES

A identificac@o das substéancias quimicas envolvidas na atratividade e estimulacdo
a oviposicdo, e ou repeléncia, resultara na produgao de novos produtos biotecnolégicos.
No entanto, séo necessarios estudos adicionais para otimizar as formula¢des e avaliar sua
eficacia em condicbes de campo, levando em conta fatores como toxicidade, persisténcia e
interagbes ambientais. Tais esforcos continuos séo cruciais para traduzir essas descobertas

em solucbes praticas para a prevencao de doengas transmitidas por mosquitos.
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Figura 1: Niumero médio de ovos ovipositados ao término de 12 repeticoes avaliando os extratos de
folhas de manga (Mangifera indica L.) nas concentracdes (10%, 30%, 50% e 100%) em relagdo a
oviposicdo de Aedes aegypti, pareado com um controle de agua destilada, em laboratério.
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Figura 2: Niumero médio de ovos ovipositados ao término de 12 repeticdes avaliando os extratos de
folhas de acerola (Malpighia emarginata DC.) nas concentracoes (10%, 30%, 50% e 100%) em rela¢ao
a oviposicao de Aedes aegypti, pareado com um controle de dgua destilada, em laboratério.
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Figura 3: Nimero de ovos ovipositados ao término de 12 repeticdes avaliando os extratos de folhas de
arruda (Ruta graveolens) nas concentragdes (10%, 50% e 100%) em relagdo a oviposicao de Aedes
aegypti, pareado com um controle de agua destilada, em laboratorio.
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Figura 4: Numero de ovos ovipositados ao término de 12 repetices avaliando os extratos de caule de
arruda (Ruta graveolens) nas concentragdes (10%, 50% e 100%) em relagao a oviposicao de Aedes
aegypti, pareado com um controle de agua destilada, em laboratério.
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ABSTRACT: Here we discuss the acoustic
signals of enigmatic specie of genus
Scyatalopus: Scytalopus  antarcticum
(Navarino Tapaculo) (Aves: Passeriformes:
Rhinocryptidae) from the Nothofagus relict
subantarctic rainforest of Isla Navarino,
Cape Horn, Chile. The vocalization of this
species were compared with Scytalopus
magellanicus. Navarino Tapaculo has a
unique call that differs dramatically in voice
from Andean Tapaculo in Chile, making
it clear that is a separate species. The
voice of Navarino Tapaculo, consisting of
a series of high-intensity, rapidly repeating
notes. Phenotypically, the new Scytalopus
species is uniformly blackish, somewhat
more clearly in color and small to medium in
size, very similar to members of the Andean
Tapaculo in which they are sympatric
species in Navarino Island. However, the
phenotypic differences in plumage between

Data de aceite: 01/11/2024

juvenile Andean Tapaculo and Navarino
Tapaculo are notable. This is the first report
of spectrogram analysis based on voices of
territorial call of this specie recorded in 2002,
concluding that these are different species.
KEYWORDS: Scytalopus, Navarino
Tapaculo, Andean Tapaculo, Spectrogram,
vocalization, Bioacoustics, Endangered
species, Sympatric speciation, Subantarctic
relict forests, Navarino Islands, Cape Horn,
Chile.

EVIDENCIA DE LA VOCALIZACION
DEL CHURRIN DE NAVARINO
(SCYTALOPUS ANTARCTICUM DEL
GENERO SCYTALOPUS) EN ISLA
NAVARINO, CHILE.

RESUMEN: Describimos las sefales
actsticas de la enigmatica especie
del genero  Scytalopus:  Scytalopus

antarcticum (Churrin de Navarino) (Aves:
Passeriformes: Rhinocryptidae) de los
bosques relictos de Nothofagus de
Isla Navarino, Cabo de hornos, Region
Subantartica, Chile. La vocalizacion de S.
antarcticum, fue comparada con el llamado
de S. magellanicus. El Churrin de Navarino
tiene una llamada Unica que difiere
draméticamente de la vocalizacion del
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Churrin Andino en Chile, lo que deja claro que es una especie aparte. La vocalizacién consiste
en una serie de notas de alta intensidad que se repiten sucesivamente. Fenotipicamente,
la nueva especie de Scytalopus es de color uniformemente negruzco algo mas claro y de
tamafo pequefio a mediano, muy similar a los miembros de la poblacién de Churrin Andino
del sur de Chile y en que probablemente estas dos especies de Scytalopus sean simpatricas.
No obstante, las diferencias fenotipicas del plumaje entre los juveniles de Churrin Andino
del sur de Chile y Churrin de Navarino son notables. En este trabajo realizamos un analisis
de espectrogramas basado en el llamado territorial de esta especie, registrado el afio 2002,
concluyendo que se tratan de especies diferentes.

PALABRAS CLAVE: Scytalopus, Churrin de Navarino, Churrin Andino, Espectrograma,
vocalizacion, Bioacustica, Rinocriptidos, Especie en peligro, Especiacion simpatrica, Bosques
relictos subantarticos, Islas Navarino, Cabo de Hornos, Chile.

The genus Scytalopus is represented in Chile by two species S. magellanicus
(Andean Tapaculo) and S. fuscus (Dusky Tapaculo), located within the Southern Andes
clade, which includes species from Tierra del Fuego to southern Colombia (Krabbe et al,
2020). However, there is a third species not classified by these authors, S. antarcticum
(Navarino Tapaculo) (Fig. 1 and Fig. 2) described by Correa in 2022 and not yet recorded
in the SACC (Krabbe & Schulenberg, 1997), since at that time it was an unknown species.

Species of the genus Scytalopus, as well as other taxa of the family Rhinocriptidae,
have vocalizations of a wide variety of frequencies and intensities that are quite conspicuous
(Krabbe et al., 1997; Coopmans et al., 2001). The morphological differences of the adult
specimens of the Navarino Tapaculo are very similar to those of the members of Andean
Tapaculo of southern Chile and Argentina. Both are uniformly blackish in color, although
the Navarino Tapaculo is somewhat lighter in color and small in size, 10 to 11 cm in length.
However, the phenotypic differences in plumage between juvenile Tapaculo Navarino (Fig.
2) and Andean Tapaculo are notable (Correa 2012; Correa, 2022).

S. magellanicus shows sympatry with S. fuscus at other localities in Chile (Correa et
al., 2020; Norambuena et al., 2011). However sympatry of these two species S. magellanicus
an S. antarcticum has been observed at Isla Navarino (Unpublished field notes). Such
behaviour is to be expected in S. magellanicus as, is a habitat generalist (Correa & Rozzi,
2003).

Species of birds of the Rhinocryptidae family are terrestrial and have little capacity for
flight (Rozzi et al.,(1996). Nevertheless, the existence of Rhinocryptidae taxa in the remote
islands of Chiloé supports the proposition of terrestrial connections during the glacial period
(Villagran et al., 1997). This biogeographic event allowed the emigration of a great diversity
of biota from the south of the South American continent to the north during the Miocene
(Cione at al., 2015). The relict forests, a refuge for South American Nothofagus, have been
associated with mixed floras since the Miocene (Troncoso, 1991) and other important
forest species from southern Chile of extraordinary biogeographic interest (Villagran, 1991;
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Villagran et al., 1997; Schmthissen, 1956). Similarities in floristic patterns are repeated in
the neotropical forests of southern Brazil and the eastern Andes of Bolivia and Argentina
(Villagran et al., 2004), as well as in bird taxa of the family Rhinocrytididae, such as those of
the genus Scytalopus and Rhinocrypta (Vielliard, 1990). In addition, other authors show that
evolutionary diversification in Scytalopus was remarkably rapid, with speciation rates during
the Late Miocene and Pliocene (Krabbe et al., 2020). Probably the origin of the dispersal of
the birds of the genus Scytalopus, i.e., the tropical Andes clade, the Brazilian clade and the
Southern Andes clades, as well as those found from Tierra del Fuego to southern Colombia
(Krabbe et al., 2020), originated in the relict Nothofagus forests of southern South America,
from where they dispersed to the neotropical forests of Brazil (Unpublished manuscript).
Similarly, a great diversity of endemic bird taxa has dispersed from this great refuge of relict
forests in southern Chile to the rest of South America. An example of these is the migratory
passerine bird species that travels long distances to breeding Elaenia albiceps, from Brazil
to Chile to breeds (Jiménez et al., 2016).

This brief scientific note aims to describe for the first time the territorial vocalization
of the Navarino Tapaculo, by means of spectrograms and to make a comparison of the
vocalizations with the Andean Tapaculo. In addition is intended to verify whether it is a
distinct species of Scytalopus.

The sampling area, where acoustic signals (Aleixo & Vielliard, 1995) of the Navarino
Tapaculo and Andean Tapaculo were recorded, was conducted after the breeding season,
in Omora Park, Puerto Williams, Navarino Island (54° 56’ S; 67° 36’ W), Sub-Antarctic
region of Chile (Correa, 2021 and 2022) (Fig. 3). The flora of the site is composed of Sub-
Antarctic Andean-Patagonian humid relict Nothofagus forests of Nirre (N. antarctica), Lenga
(N. pumilo) and other tree species, in interaction with a rich mixed flora. These ecosystems
associated with watercourses are closely related to relict forests in other latitudes of South
America (Villagran et al., 2004). To obtain the vocalization records of the Navarino Tapaculo
and the Andean Tapaculo, was used a SONY MD Walkman MZ-R recorder (900/sec) and
with a high fidelity multidirectional microphone with a sensitivity of: -53.5 dBV/Pa or 2.10
mV/Pa (1 Pa = 94 dB SPL), with parabolic display to obtain a better reception surface of
the songs. Vocalization recorded in situ of Scytalopus antarcticum in Navarino Island the
year 2002 (voice can be found and heard in in Sound Cloud, Via streaming, Correa, 2024).
The territorial voice of the Andean Tapaculo were used from the Xeno Canto database
(Code XC50070), in order to subsequently make the respective sonograms of these
enigmatic species of the genus Scytalopus. To obtain the spectrograms corresponding to
the vocalizations of the Navarino Tapaculo and AndeanTapaculo, (we used Raven program
the Cornell Lab 2019; Audacity software 3.6, 2024; The Spek Acoustic Spectrum Analyzer,
Kojevnikov, 2024). The spectrograms were then analysed and interpreted. The nominated
species S.antarcticum (n=12, Navarino Island) has a 2-note voice call. The fundamental
“A” note of 4.1 KHz and the overtones are clearly audible (Fig 4). Note “B”, the second
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overtone is higher pitched at 4.7 KHz and has a high intensity (Fig. 5). The frequency of
the “A” and “B” notes of the territorial call varies between 4.0 KHz to 3.57 KHz, each note
is shortened and the rhythm increases throughout the phrase, which lasts 7.2 seconds in
duration and repeats with a 3-second interval. According to the graph (Fig. 5) the frequency
analysis of the phrase is 11.67 KHz with an intensity of -40.8 dB. However, the species S.
magellanicus (n=20, Isla Navarino, Correa 2021) and records reviewed from Xeno Canto
(Cod. XC50070), consists of a territorial vocalization composed of 2 notes (Fig 6), “A” and
“B”, the fundamental “A” note being higher pitched between 1 to 2.1 KHz (Fig. 7). These
two types of notes are emitted at intervals that vary between 0.19-0.32 seconds (Riveros
et al., 1994). The phrase has a duration of 9.0 seconds and is repeated with an interval
of 5 seconds. According to the graph (Fig. 7) the frequency analysis of the phrase is 15.5
KHz with an intensity of - 70 dB. According to the spectrograms, the sound structure of
both species differs notably. The Tapaculo Navarino presents a rapid rise in pitch of greater
intensity on the note “B” permanently and constantly until the end and lacks the drop in pitch
at the end of the note, unlike the Andean Tapaculo. The call of the Andean Tapaculo has a
longer duration and frequency than the call of the Navarino Tapaculo. In addition, the call of
the Navarino Tapaculo has a greater intensity in its highest note. This indicates that the call
characteristics of these taxa are not similar.

Unfortunately, the Navarino Tapaculo and the Andean Tapaculo have not been
observed again on Navarino Island (Correa, 2021). This is due to local extinction caused
by the American mink (Rozzi et al., 2014) and the destruction of large areas of relict Sub-
Antarctic forest of Nothofagus by the American beaver (Oltremari et al., 2008). According to
field data from other authors, a vocalization of the Andean Tapaculo was recorded voice on
Cape Horn Island in 2024 (XC895195), but this is only anecdotal.

In conclusion, the territorial call of the Navarino Tapaculo has a unique sound
structure, with higher-pitched calls that differ significantly from those of the Andean
Tapaculo, as observed in the spectrograms and graphs. This suggests that the Navarino
Tapaculo may be a new species of Scytalopus that should be nominated. However, there is
a possibility that sympatric populations of S. magellanicus and S. antarcticum still coexist
and share the same habitat on relict forest of Nothofagus in Isla Navarino and in the remote
archipelago of Cape Horn, Chile.
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Figure 1. Navarino Tapaculo (Scytalopus antarcticum), adult male. Source: drawing by Francisco
Correa.

Figure 2. Navarino Tapaculo (Scytalopus antarcticum), juvenile. Photo by author.
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Figura 3. Ethnobotanical Park Omora, Isla Navarino, Puerto Williams, Cabo de Hornos, Chile. Source:
Google Earth.
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Figure 4: Spectrograms of the territorial vocalization of S. antarcticum (n=3). Raven and Acoustic
Spectrum Analyzer Spek. Register by A.C
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Figure 5. S. antarcticum frequency analysis graph ([fx] Hann window) (Audacity software)
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Figure 6. Spectrograms of the territorial vocalization of S.magellanicus (n=4) (Raven and Acoustic
Spectrum Analyzer Spek). Register by B.L
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Figure 7. S. magellanicus frequency analysis graph ([fx] Hann window) (Audacity software)
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RESUMO: Os bulbilhos do Alho (Allium
sativum) sdo uma valiosa fonte de
compostos bioativos responsaveis
por diversos beneficios para a saude.
A alicina, seu principal constituinte, &
formada quando o alho é cortado ou
esmagado, pela agéo da enzima alliinase,
convertendo Alliin em alicina. Esta molécula
apresenta propriedades antimicrobianas
contra bactérias, fungos e virus, além
de propriedades antioxidantes, podendo
ser aplicada em medicina tradicional,
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nutracéuticos e produtos de cuidados pessoais. Diante disso este estudo tem como objetivo
analisar o perfil quimico e a atividade antibacteriana do 6leo essencial dos bulbilhos de
Allium sativum L. em comparagéo com alicina. Trata-se de um estudo de reviséo integrativa
da literatura com abordagem descritiva, projetada para abordar de maneira imparcial e
abrangente todos os aspectos de um tema especifico. A coleta de dados foi realizada nos
meses de fevereiro a julho através de bases de dados acessiveis. Foram incluidos no estudo
artigos publicados entre os anos de 2005 a 2024 nos idiomas inglés, portugués e espanhol.
Ao final desse estudo conclui-se que o perfil quimico dos bulbilhos de Allium sativum L.
possui potencial contribuinte para a investigagdo da atividade antibacteriana do seu 6leo
essencial, em comparacdo com a alicina. Portanto, explorar e compreender melhor essas
potencialidades pode abrir caminho para novas aplicacoes terapéuticas e beneficios a saude.
PALAVRAS-CHAVE: Allium Sativum L. Antibacteriano. Alicina. Perfil quimico. Revisao.

CHEMICAL PROFILE AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL
FROM BULBS OF Allium sativum L. IN COMPARISON WITH ALLICIN: A
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Garlic bulbs (Allium sativum) are a valuable source of bioactive compounds
responsible for several health benefits. Allicin, its main constituent, is formed when garlic
is cut or crushed by the action of the enzyme allinase, converting Alliin into allicin. This
molecule has antimicrobial properties against bacteria, fungi and viruses, in addition to
antioxidant properties, and can be applied in traditional medicine, nutraceuticals and personal
care products. Therefore, this study aims to to analyze the chemical profile and antibacterial
activity of the essential oil from the bulbs of Allium sativum L. in comparison with allicin. This
is an integrative literature review study with a descriptive approach, designed to address all
aspects of a specific topic in an impartial and comprehensive manner. Data collection was
carried out from February to July through accessible databases. Articles published between
2005 and 2024 in English, Portuguese and Spanish were included in the study. At the end
of this study, it was concluded that the chemical profile of the bulbs of Allium sativum L. has
the potential to contribute to the investigation of the antibacterial activity of its essential oil, in
comparison with allicin. Therefore, exploring and better understanding these potentialities can
pave the way for new therapeutic applications and health benefits.

KEYWORDS: Allium Sativum L. Antibacterial. Allicin. Chemical profile. Review.

11 INTRODUGAO

Através dos tempos, as plantas medicinais tiveram um papel fundamental como
fonte de remédios naturais e na descoberta de novos tratamentos. O uso da fitoterapia
como parte integrante da pratica médica est4 se tornando cada vez mais comum em
diversos paises, incluindo o Brasil. A utilizagdo de plantas medicinais é facilitada pela
ampla diversidade de espécies vegetais e pelo custo acessivel associado a terapia, o que
desperta interesse tanto nos programas de saude quanto nos profissionais da area. Uma
ampla variedade de compostos fitoquimicos ativos tém sido utilizados tanto na prevencéo

quanto no tratamento de doencas graves. Essa riqueza natural serve como base para
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os medicamentos fitoterapicos, evidenciando sua complexidade e distingdo em relagéo as
drogas sintéticas (AHMAD et al., 2023; GADELHA et al., 2013; GUO et al., 2023)

As propriedades que combatem microrganismos encontradas nos extratos e
6leos essenciais de plantas, resultado de seu processo metabdlico secundario, foram
empiricamente reconhecidas ao longo de muitos séculos e recentemente confirmadas
pela ciéncia. Estudos sobre tais caracteristicas em plantas nativas foram realizados em
varios paises, incluindo Brasil, que possui uma riqueza de flora e uma tradicdo duradoura
no uso de plantas medicinais como agentes antibacterianos ou antifungicos (DUARTE,
2006). Os inumeros estudos tém se dedicado a investigar as propriedades biolégicas dos
6leos essenciais derivados das espécies de Allium, evidenciando suas notaveis atividades
antioxidantes e antimicrobianas. Todos os 0Oleos exibiram capacidade antioxidante,
destacando-se a chalota e o alho-poré nesse aspecto. Além disso, apresentaram potente
atividade antibacteriana, com especial énfase para o alho, a cebola e a cebolinha chinesa.
Os compostos organossulfurados presentes nessas plantas tém revelado um promissor
potencial terapéutico no combate a diversas doencas, incluindo cancer e condicoes
cardiovasculares (BASTAKI et al., 2021).

A planta Allium sativum L., conhecida como alho, é amplamente reconhecida por
suas notaveis propriedades biolégicas e medicinais, gracas a sua composi¢ao rica em
diversos compostos bioativos. Esses compostos incluem fendlicos, 6leos essenciais,
compostos sulfurados, flavonoides, substancias volateis, minerais e vitaminas. Tal
diversidade de compostos confere ao alho uma ampla gama de beneficios para a salde,
como propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias e cardiovasculares
(SASI et al., 2021).

As espécies do género Allium possuem uma composicdo quimica complexa,
caracterizada pela presenca abundante de organossulfurados e polifenéis. Além disso, séo
fontes importantes de carboidratos, aminoacidos essenciais e vitaminas, destacando-se
especialmente pela concentracéo significativa de flavonoides, conhecidos por sua atividade
antioxidante. Estudos também tém evidenciado a eficacia antimicrobiana dessas plantas
contra uma variedade de microrganismos. Essas propriedades contribuem n&o apenas
para o valor nutricional das espécies de Allium, mas também para seu potencial terapéutico
(FREDOTOVIC; PUIZINA, 2019). A alicina, um composto sulfurado presente no alho, exibe
atividade antioxidante devido a sua estrutura semelhante ao dimetilsulfeto, conhecido
por sua eficacia na neutralizagcdo de radicais livres. Isso resulta em efeitos benéficos na
coagulacao sanguinea, prevencao da aterosclerose, regulacéo dos niveis de colesterol e
reducao do estresse oxidativo. Além de suas propriedades antioxidantes, a alicina também
demonstra atividade antibacteriana, antifungica e antiparasitaria (SANTOS, 2013).

A alicina € o principal constituinte responsavel pelas propriedades farmacolégicas
do alho. Entretanto, sua eficacia pode ser comprometida por altas temperaturas ou
pela ingestédo simultanea de refeicbes ricas em proteinas, o que retarda sua absorgcéo
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pelo estbmago. Portanto, futuros estudos clinicos devem considerar esses achados ao
selecionar os produtos de alho para investigacdo. Esses resultados também fornecem
diretrizes para o desenvolvimento de novas formulagbes que visem melhorar a absorcéo
da alicina e, assim, potencializar os efeitos benéficos do alho (TORRES, 2021). Portanto, o
presente estudo tem como objetivo analisar o perfil quimico e a atividade antibacteriana do
6leo essencial dos bulbilhos de Allium sativum L. em comparag&o com alicina.

21 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi elaborado no primeiro semestre do ano de 2024. A coleta de dados foi
realizada nos meses de fevereiro a julho através de bases de dados acessiveis via internet
como o Scielo, PubMed e Google académico, através das palavras chaves “Allium Sativum
L”, “Antibacteriano”, “Alicina”, “Perfil quimico” e “Modulacao”. Foram incluidos no estudo
artigos publicados entre os anos de 2005 a 2024 nos idiomas inglés, portugués e espanhol,
sendo excluidos artigos duplicados e de anos anteriores ao que foi proposto, bem como
aqueles que se caracterizam apenas no formato de resumo. Além disso, serdo excluidos
os artigos que, mediante leitura do titulo e do resumo, evidenciarem que ndo abordam o
tema do presente trabalho.

16700 artigos identificados no
banco de dados de buscas

Identificacao

12000 artigos apos eliminar os
duplicados

9000 artigos rastreados —— 6000 artigos excluidos

|

3000 artigos em texto 2931 artigos em texto
completo avaliados para comple;to ?XCl“l‘dOS, com
elegibilidade justificativa

1

69 artigos incluidos em sintese
quantitativa

Elegibilidade Selecao

Inclusao

FIGURA 1 - Esquematizacdo das etapas para selecao dos artigos.

31 REVISAO

3.1 Fitoterapia

O crescente interesse nos medicamentos fitoterapicos como alternativa aos
tratamentos convencionais destaca a necessidade de compreender sua complexa
composicdo de fitocompostos. Em contraste com drogas sintéticas, os fitoterapicos

apresentam ag¢des multialvo e multivias, exigindo uma avaliagdo cuidadosa antes do
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tratamento para garantir eficacia e seguranca. Este artigo explora essa importancia
na pratica clinica (SHINKAI et al., 2023). Ao longo da histéria, as plantas medicinais
desempenharam um papel crucial como fonte de fitoterapicos e na descoberta de novos
farmacos, sendo o reino vegetal a principal fonte de medicamentos. A utilizag@o de plantas
medicinais € facilitada pela vasta diversidade vegetal e pelo baixo custo associado a
terapia, o que despertou o interesse dos programas de saude e dos profissionais da area
(GADELHA et al., 2013).

Desde tempos remotos os produtos naturais tém influenciado positivamente a
qualidade de vida humana. Uma vasta gama de fitoquimicos ativos tem sido incorporada
tanto na prevengao quanto no tratamento de doencas graves. Essa abundéncia na natureza
serve como base para os medicamentos fitoterapicos, destacando sua complexidade e
diferenciag@o em relagéo as drogas sintéticas. Essa complexidade ressalta a necessidade
de uma abordagem abrangente na prescricao de fitoterapicos na pratica clinica moderna
(AHMAD et al., 2023). Observa-se um aumento significativo na utilizagéo de fitoterapicos
pela populagéo brasileira. Diversos fatores contribuem para esse crescimento, incluindo a
implementacao de politicas que regulamentam o uso de plantas medicinais e fitoterapicas.
Além disso, avangos cientificos tém possibilitado o desenvolvimento de fitoterapicos
reconhecidamente seguros e eficazes. Existe também uma tendéncia crescente na
populagdo em buscar terapias menos invasivas e mais acessiveis em termos de custo,
especialmente no contexto do atendimento primario a satde (Borges; Sales, 2018). O
quadro 1 apresenta fitoterapicos ofertados pelo SUS no Brasil.

Nome Nome cientifico Indicacao
popular
Espinheira Maytenus ilicifolia Auxilia no tratamento de gastrite e Ulceras duodenal e
santa sintomas de dispepsias.
Guaco Mikania Apresenta acéo expectorante e broncodilatadora.
Alcachofra Cynara scolymus Tratamento dos sintomas de dispepsia funcional e

hipercolesterolemia leve a moderada. Apresenta a¢ao
colagoga e colerética.

Aroeira Schinus Apresenta acgao cicatrizante, anti-inflamatéria € antisséptico
terebenthifolius topica, para uso ginecologico.
Cascara- Rhamnus purshiana Auxilia nos casos de obstinagao intestinal eventual.
sagrada
Garra-do- Harpagophytum Tratamento de dor lombar baixa aguda e como coadjuvante
diabo procumbens nos casos de osteoartrite. Apresenta agéo anti-inflamatoria.
Isoflavona- Glycine Max Auxilia no alivio dos sintomas do climatério.
de-soja

Unha de gato Uncaria tomentosa | Auxilia nos casos de artrites e osteoartrites, apresenta acao
anti-inflamatéria e imunomoduladora.

Hortela Mentha x piperita Tratamento da sindrome de célonirritavel. agcdo anti-
inflamatériae antiespasmaodicas.
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Babosa Aloe vera Tratamento tépico de queimadurasde 1° e
2° graus e como coadjuvante aos casos de psioriase
vulgares.

Salgueiro Salix alba Tratamento de dor lombar baixa aguda. Apresenta acao
anti-inflamatéria.

Plantago Plantago ovata Auxilia nos casos de obstipacéo intestinal habitual.
Tratamento da sindrome do colon irritavel.

Quadro 1 - Relagao de fitoterapicos ofertados pelo SUS, Brasil

Fonte: Borges; Sales (2018) com base em portarias do Ministério da Saude.

A medicina chinesa, com sua abordagem multifacetada e baseada em fitoquimicos,
oferece um perfil de seguranca favoravel e vantagens no tratamento de doencas
metabdlicas como o diabetes. Um exemplo é o “Comprimido de alcaléides Ramulus Mori”,
desenvolvido ao longo de 21 anos pela Academia Chinesa de Ciéncias Médicas. Este € o
primeiro novo medicamento chinés para diabetes aprovado na China em uma década (AN
et al., 2023). Os estudos em trés grupos étnicos na Etiopia central-sul destacam diferencas
no conhecimento etnomedicinal com base em plantas. A analise revelou que a idade esta
positivamente associada ao conhecimento sobre plantas medicinais. As plantas Croton
macrostachyus Hochst. Ex Delile, Albizia gummifera CASm., Zingiber officinale Roscoe,
Aloe macrocarpa Tod., Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch.Bip., Calpurnia aurea
(Aiton) Benth e Allium sativum L., foram identificadas como importantes na medicina
tradicional devido suas propriedades biolégicas (TAMENE et al., 2024).

Durante trés anos de colheita, as folhas de alho apresentaram teores mais elevados
de vitamina C em comparagéo com os dentes de plantas jovens. Além disso, foi observado
um conteddo significativamente maior de polifendis nas folhas da cultivar Ornak colhidas
em maio em comparag¢ao com junho. As folhas colhidas em maio também demonstraram
ser uma fonte melhor de proteina, gordura bruta e vitamina C em comparagcdo com as
folhas de plantas totalmente desenvolvidas colhidas em julho (SKOCZYLAS et al., 2023).
O alho (Allium sativum) é reconhecido ha muito tempo por suas propriedades medicinais,
impulsionando o sistema imunolégico e combatendo uma variedade de doencas. Os
compostos sulfurados presentes no alho nao apenas reduzem a pressao arterial e o
colesterol, mas também impedem a formacdo de coagulos, diminuindo assim o risco de
doencas cardiovasculares. Além disso, os dentes de alho contém uma composi¢ao rica em
agua, minerais e vitaminas essenciais, incluindo A, B1, B2, B3 e C, juntamente com 6leo
essencial e nutrientes como calcio, iodo, silicio, ferro e selénio (BRAGA, 2020).

3.2 Atividade e resisténcia antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas presentes nos extratos e 6leos essenciais de
plantas, resultado do seu metabolismo secundario, tém sido reconhecidas empiricamente
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por séculos e apenas recentemente confirmadas pela ciéncia. Estudos sobre essas
atividades em plantas nativas foram conduzidos em diversos paises, como Brasil, Cuba,
india, México e Jordania, que possuem uma abundante flora e uma longa tradicdo no uso
de plantas medicinais como agentes antibacterianos ou antifungicos (DUARTE, 2006).

Para avaliar a atividade antibacteriana e antifingica de diferentes extratos, varios
métodos podem ser empregados, sendo os mais comuns: difusdo em agar por poco, disco-
difus@o e métodos de macrodiluicdo e microdiluicdo em caldo. Tanto os métodos de difuséo
em agar quanto em caldo sdo amplamente reconhecidos para quantificar a atividade in
vitro de agentes antimicrobianos contra isolados bacterianos especificos. Na determinacao
da Concentragdo Inibitéria Minima ou da Concentragdo Bactericida Minima de extratos
vegetais, 0 método de microdiluicdo em caldo é frequentemente preferido (BONA et al.,
2014). O aumento da resisténcia de microrganismos, como fungos, aos tratamentos
convencionais, juntamente com os efeitos toxicos associados a esses tratamentos,
tem impulsionado significativamente a pesquisa de plantas em busca de propriedades
terapéuticas. Esse campo de estudo esta cada vez mais focado em identificar plantas com
atividade antimicética, especialmente contra cepas de Candida albicans, uma levedura
frequentemente envolvida na etiologia de infec¢des fungicas (SARTO; JUNIOR, 2014).

A resisténcia antimicrobiana emerge como um dos principais desafios de saude
do século, estreitamente associada ao uso amplo de antibiéticos e outros agentes
antimicrobianos. Esse fenémeno se manifesta quando os microrganismos deixam de
responder aos tratamentos medicamentosos disponiveis (ZEMEDE et al., 2024). Aresisténcia
antimicrobiana aos longos dos anos vem se dando devido a maneiras displicentes ao uso
de antibibticos, aspecto esse que nao engloba apenas alguns paises, mas de maneira
mundial. Nos ultimos 20 anos, foram feitos esfor¢os para otimizar a utilizag@o de antibioticos
em hospitais de todo o mundo como forma de enfrentar a crescente ameacga da resisténcia
aos antibidticos. Apesar de evidéncias robustas que apoiam a pratica ideal, a tomada de
decisbes sobre antibidticos permanece abaixo do ideal em muitos ambientes, inclusive em
hospitais (BRISLEY; LAMBERT; RODRIGUEZ, 2023).

A utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos na pratica, € uma ocorréncia
frequente. Como resultado, observa-se um aumento constante no isolamento de cepas
patogénicas que apresentam resisténcia a mdultiplos antimicrobianos. Além disso, outro
aspecto preocupante é a presenca de bactérias formadoras de biofilme no trato externo, o
que pode dificultar a agdo dos antimicrobianos e perpetuar a presenga do microrganismo
no ambiente (CHARANI; HOLMES, 2019).

Varios estudos investigam as propriedades biolégicas dos 6leos essenciais das
espécies de Allium, destacando suas atividades antioxidante e antimicrobiana. Todos os
6leos mostraram atividade antioxidante, com a chalota e o alho-por6 se destacando. Além
disso, apresentaram atividade antibacteriana, especialmente o alho, cebola e cebolinha

chinesa. Os compostos organossulfurados dessas plantas mostraram potencial terapéutico
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contra diversas doencas, incluindo cancer e doencas cardiovasculares (BASTAKI et al.,
2021).

A presenca de actinobactérias com habilidade de decompor polissacarideos
vegetais, como xilana, amido, celulose e pectina, desempenha um papel crucial na
ciclagem de nutrientes, ao degradar moléculas complexas, contribuindo para a manutencéao
da vida de solos provenientes de regides suscetiveis a desertificacdo conservando os
componentes microbianos em ecossistemas terrestres, os microrganismos presentes no
solo desempenham um papel fundamental em uma variedade de processos ecossistémicos
que sdo essenciais para sustentar a producéo e a sustentabilidade ambiental (LOHINIVA
et al., 2021).

O estado do alho para a preparacdo do extrato afeta diretamente a atividade
antimicrobiana, em experimentos foi demonstrado que alho ndo cozido possui uma
capacidade de inibir o crescimento de espécies fungicas de C. albicans, bactérias Gram-
negativas Escherichia coli e Salmonella sp. e, em menor extensao, S. pneumoniae Gram-
positivas. O fato de cozinhar o alho por até 15 minutos resultou em zonas minimas de
inibicdo dos microrganismos testados (THOMAS; MCCLEAR; OMOREGIE, 2023).

Desde tempos antigos, Allium sativum tem sido empregado como um fitoterapico
para uma variedade de enfermidades. As suas propriedades antibacterianas, antifingicas,
antivirais, anti-helminticas e antiprotozoarias, reforcam a capacidade do alho de inibir
0 crescimento microbiano, corroborando descobertas anteriores. Essas constatacbes
sugerem que o alho pode representar uma alternativa viavel no tratamento de infec¢cbes
bacterianas e fungicas (FONSECA et al., 2014).

3.3 Composicao quimica

A espécie Allium sativum L. € reconhecida por suas propriedades biolégicas e
medicinais notavelmente significativas, pois contém uma vasta gama de compostos
bioativos. Entre esses compostos estéo os fendlicos, 6leos essenciais, compostos contendo
enxofre, flavonoides, volateis, minerais e vitaminas. Essa riqueza de compostos confere
ao alho uma variedade de beneficios a saude, incluindo propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatorias e cardiovasculares (SASI et al., 2021).

O dleo extraido do alho foi identificado como o principal ingrediente antibacteriano,
capaz de destruir a estrutura e o processo metabdlico das células bacterianas. Além disso,
o trissulfeto de dialila e a S-propargil-I-cisteina demonstraram capacidade de bloquear o
ciclo celular na fase G2/M. Por outro lado, a S-alil-cisteina induziu a parada do ciclo celular
na fase G1/S, enquanto a alicina levou a interrup¢ao do ciclo celular durante a fase S. Os
sulfetos organicos, como a alicina, a alina, o dissulfeto de dialila, o trissulfeto de dialila, o
ajoeno e a S-alil-cisteina, s&o os principais componentes bioativos no alho (SHANG et al.,
2019).
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Os testes realizados em espécies do género Allium inibiram a proliferacédo das
células AGS através da inducdo de apoptose, e a morte celular apoptética envolve tanto
as vias intrinsecas quanto extrinsecas. Além disso, o alin promoveu a parada na fase S
das células AGS, impedindo que estas entrassem na fase G2/M. Esses dados indicam que
o alho, uma especiaria medicinal, pode ser explorado em detalhes devido as suas varias
propriedades farmacéuticas, o que pode representar uma terapia potencialmente eficaz
para o cancer de esttmago (VASANTHI et al., 2018).

O bulbo de alho contém aproximadamente 65% de agua, 28% de carboidratos
(principalmente frutanos), 2% de proteina (principalmente alina), 1,2% de aminoacidos
livres (principalmente arginina), 1,5% de fibras e 2,3% de compostos organossulfurados.
A allicina é altamente instavel e se decompde instantaneamente para formar varios
compostos solaveis em 6leo, incluindo dissulfeto de dialila, trissulfeto de dialila, ditiona de
vinil e ajoene, se as condi¢des forem adequadas (ZHANG et al., 2020).

O processamento do alho cru pode resultar em uma variedade de compostos, sendo
o envelhecimento um método superior que gera substancias hidrofilicas e hidrofobicas
através de reacdes enzimaticas e quimicas. Durante o envelhecimento, compostos volateis
reagem com outros para formar constituintes benéficos no Extrato de Alho Envelhecido
(AGE), ampliando sua diversidade. Este método é preferivel devido as propriedades
biolégicas uteis encontradas nos constituintes do AGE, que s@o benéficas para a saude
humana (KODERA et al., 2019).

As varias espécies do género Allium, incluindo A. cepa, A. sativum, A. fistulosum, A.
schoenoprasum, A. ursinum, A. flavum, A. scorodoprasum, A. vineale e A. atroviolaceum,
desempenham um papel vital na promogdo da salde, gragas aos seus metabdlitos
secundarios que possuem uma variedade de atividades biolégicas, como antioxidante,
antimicrobiana, antibacteriana, antifungica e anti-inflamatéria (KURNIA et al., 2021).

O alho tem sido amplamente utilizado por suas propriedades nutricionais e medicinais,
sendo empregado globalmente como uma erva para a prevencdo e gerenciamento de
diversas condigbes de doengas, incluindo o cancer. Dentre os diferentes fitoconstituintes
do alho, diversos compostos, como allicin, S-alilcisteina, dissulfeto de dialila, dissulfeto de
dialila e trissulfeto de dialila, exibiram atividades antineoplasicas significativas contra véarios
modelos de cancer, especialmente apos a fermentagéo de longo prazo do alho triturado em
meio aquoso, como demonstrado na producdo de extratos de alho envelhecido (MONDAL
et al., 2022).

As espécies de Allium tém uma composicdo quimica complexa, rica em
organossulfurados e polifendis. Além de carboidratos, aminoacidos essenciais e vitaminas,
séo fontes significativas de flavonoides, destacando-se por sua atividade antioxidante.
Demonstraram também eficacia antimicrobiana contra diversos microrganismos. Essas
propriedades contribuem para sua valorizagdo nutricional e potencial terapéutico
(FREDOTOVIC; PUIZINA, 2019).
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O o6leo essencial extraido do bulbo do alho, em concentragées de 0,1 a 0,2%, contém
aproximadamente 53 constituintes volateis, a maioria dos quais sdo derivados orgénicos do
enxofre, destacando-se 0 ajoeno, alicina e aliina. O efeito farmacologico do Allium sativum
L. esta associado aos compostos organosulfurados (COS), que totalizam cerca de 33 tipos,
com uma média de 11 a 35 mg desses compostos encontrados em cada grama do vegetal
fresco (NEVES, 2013). O Quadro 2 apresenta alguns desses compostos encontrados na

espécie Allium sativum L. e suas respectivas atividades biologicas.

Compostos Atividade biologica

Alina Hipotensor, hipoglicemiante

Ajoene Prevencgéo de coagulos, antiinflamatorio,
vasodilatador, hipotensor, antibiético

Alicina e tiossulfatos Antibiético, antifingico, antiviral

Alil mercaptano Hipocolesteromiante

Dialil sulfeto Hipocolesteromiante

S-alil-cisteina e compostos y-glutamico ijocolesteromiante, antioxidante, prevencao do
cancer

Quadro 2 - Compostos presentes no Allium sativum L. e suas atividades biologicas.
Fonte: Adaptado de Neves (2013).

3.4 Informacoes botanicas

3.4.1 Familia Liliacea

A familia Liliacea é vasta, contando com 220 géneros e aproximadamente
3.500 espécies. Predominantemente herbaceas, suas caracteristicas incluem caules
subterraneos, folhas alternadas geralmente lanceoladas, inflorescéncias em racemos
e flores vistosas, frequentemente actinomorfas ou zigomorfas, com perianto corolino,
trimero, e duas séries de trés tépalas cada. Possuem seis estames livres, ovario superior
ou semi-inferior, fruto seco e sementes com endosperma carnoso. As flores desta familia
sdo sempre bissexuadas e actinomorfas (ZEN; ACRA, 2005).

Os membros desta familia tém uma ampla distribuigédo global, sendo raros no Brasil.
Sua importancia é maior no antigo continente do que na América. De acordo com Judd
et al., as flores sdo polinizadas por insetos, principalmente abelhas, vespas, borboletas e
mariposas, que recebem néctar e/ou pélen como recompensa. Agapanthus africanus (L.)
Hofmanns é uma planta herbacea rizomatosa, perene e florifera, originaria do sul da Africa,
com uma altura de 30-60 cm, folhas lanceoladas que brotam da base, longas, carnudas,
glabras e ornamentais (LI-GEN LIN et al., 2016).
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3.4.2 Género Allium

As espécies do género Allium tém sido utilizadas em varias culinarias ao redor
do mundo h& séculos. Anteriormente classificadas nas familias Alliaceae e Liliaceae,
atualmente pertencem a familia Amaryllidaceae de plantas monocotiledéneas. Este amplo
grupo inclui aproximadamente 918 espécies heterogéneas endémicas das regides secas
e temperadas do hemisfério norte. Sdo plantas perenes resistentes, caracterizadas por
bulbos verdadeiros ou bulbos vestigiais menos desenvolvidos ligados a rizomas, além de
possuirem 6rgdos de armazenamento subterraneos (ALAM et al., 2022).

Os experimentos utilizaram espécies de alhos e verificaram seu crescimento
durante duas estacoes de crescimento A diversidade fenotipica e genotipica das cultivares
de alho fornece uma base importante para a criagdo e a introducdo de novas variedades,
resultando em variacdes significativas em caracteristicas como peso do bulbo, nimero de
bulbos por planta, camadas de cobertura do bulbo, comprimento e diametro das folhas, e
quantidade de folhas (AMMARELLOU et al., 2022).

Os vegetais pertencentes ao género Allium, como o alho-pord, sdo notaveis pela
presenca de diversos fitoquimicos, incluindo compostos organossulfurados, glicosidos de
flavonol, glicosideos de kempferol, luteina, frutanos, b-caroteno e vitaminas C e E. Estudos
cientificos indicam potenciais beneficios desses fitoquimicos para a sadde humana
(TORRES, 2011).

3.4.3 Espécie Allium savitum L.

Uma planta herbacea com altura de até 60 cm, caracterizada por folhas pontiagudas e
achatadas, e bulbos divididos em bulbilhos compridos, envoltos em tdnicas esbranquicadas
facilmente destacaveis. As flores, em cachos, apresentam coloragdo rosada ou branca.
Para o plantio, é recomendado manter um espagamento de 15 cm entre os bulbilhos, a uma
profundidade de 5 cm, em solos ricos em matéria organica e com boa drenagem. Adubagéo
com esterco ou composto organico é aconselhada, evitando-se a proximidade da data de
plantio (SOPHA et al, 2024).

Os produtores de alho tém empregado dados de tempo de vernalizagéo,
temperaturas e estagio de maturacdo do dente de alho-semente para cada variedade e
regido. Temperaturas de vernalizagdo abaixo de zero resultam em aumentos significativos
na produtividade e qualidade dos bulbos da variedade Ito em condi¢cdes de Cerrado. Além
disso, o estagio normal de maturacao promove aumentos significativos na produtividade
total dos bulbos (LUZ et al., 2023).

Altos rendimentos comerciais de Allium sativum estao associados a plantas mais
altas, bulbos de maior didmetro, massa de bulbos maior e maior nimero de bulbilhos. O
diametro do bulbo e o numero de bulbos comerciais sdo os caracteres que apresentam
os efeitos diretos mais significativos no rendimento comercial do bulbo, além de efeitos
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indiretos significativos em outros caracteres estudados associados ao rendimento comercial
do bulbo (AUGUSTO et al., 2022).

O alho (Allium sativum), pertencente a familia Liliaceae, € uma das plantas cultivadas
mais antigas. Ha milhares de anos, tem sido empregado como agente medicinal. Além de
ser um dos vegetais bulbosos mais significativos, o alho € utilizado como tempero e agente
aromatizante em alimentos (ALAM; HOQ; UDDIN, 2016).

Allium sativum € uma das culturas horticolas mais antigas, com registros de seu
uso ha 5000 anos no Egito e na india, e ha 4500 anos pelos babilbénios, além de ser
cultivado na China ha pelo menos 4000 anos. Atualmente, cresce naturalmente na Asia
Central, mas ja foi encontrado em uma area muito maior, possivelmente desde a China
até a Ucrania, passando pelo Egito e india. Sua longa histéria evidencia sua importancia
cultural e culinéria, sendo utilizado como tempero e remédio ha milénios (SIMON, 2020).

O odor caracteristico do alho fresco, atribuido principalmente aos tiossulfinatos,
permanece presente em produtos processados, como o alho envelhecido. Além dos
compostos contendo enxofre, também sdo encontrados compostos nado sulfurados
que contribuem para o aroma, com composi¢cdes variadas dependendo do método de
envelhecimento utilizado (ABE; HORI; MYODA, 2019).

A utilizagcdo de sementes de alho livres de virus resulta em bulbos com didametro
maior e teores mais elevados de sélidos soluveis e solidos totais, pungéncia e rendimento
industrial, destacando a importancia da satude da semente para a qualidade do alho tanto
para consumo fresco quanto para processamento industrial. As variedades Amarante,
Cateto-Roxo e Hozan apresentaram os maiores teores de solidos totais, sendo que a
cultivar Hozan se destacou pelo maior diametro do bulbo e maiores teores de soélidos
sollveis, pungéncia e indice industrial (BESSA et al., 2020).

O uso de cravos de alho maiores resulta em plantas com bulbos de maior di@metro
e acidez titulavel mais elevada. Por outro lado, o aumento do espacamento entre as
plantas resulta na redugéo dos teores de solidos sollveis, aglcares sollUveis totais, relagdo
de sélidos soluveis para acidez titulavel e sélidos totais, independentemente da salde
das sementes e do tamanho do cravo. Sementes de alho livres de virus plantadas com
espacamento entre plantas de 12,5 a 15,0 cm geram plantas com bulbos de maior didmetro
e maior acidez titulavel, pungéncia e indice industrial, possibilitando a producéo de bulbos
de melhor qualidade com boas perspectivas para industrializacdo (PEREIRA et al., 2019;
SANTOS et al., 2011).

Avaliando o gendtipo de plantagbes de alho, tentaram identificar quais classes
gendmicas possuem mais capacidades comerciais, 0s caracteres como diametro polar do
bulbo, peso do bulbo, numero de dentes por bulbo, peso do dente, comprimento do dente
e altura do pseudocaule podem ser considerados de valor meritério durante a selegéo de
gendtipos desejaveis. Esses tragcos demonstraram associacdo positiva e significativa com
o rendimento do bulbo, contribuindo consideravelmente para o aumento do rendimento
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bulboso tanto diretamente quanto indiretamente (RANJITHA; VADDORIA; RAVAL, 2018).
Figura 2. Fase inicial de crescimento vegetativo do alho

3.5 Alicina atividade bioldgica

A alicina, um composto sulfonado encontrado no alho, exibe atividade antioxidante
devido a sua semelhanca estrutural com o dimetilsulfeto, conhecido por sua eficacia
na neutralizacdo de radicais livres. Isso resulta em efeitos benéficos na agregacao
plaquetéria, aterosclerose, niveis de colesterol e redugéo do estresse oxidativo. Além de
suas propriedades antioxidantes, a alicina também demonstra atividade antibacteriana,
antifungica e antiparasitaria (Santos, 2013). A expressao imuno histoquimica de fibronectina
e a-SMA, juntamente com a expressdo de mRNA de citocinas inflamatérias como
marcadores de fibrose hepatica, revelou efeitos anti-inflamatérios e imunomodulatérios
significativos apds a administracdo profilatica e tratamento de camundongos infectados
com extrato de alho ou alicina. Esses achados sugerem que essas substancias podem ser
terapias complementares promissoras para esquistossomose (METWALLY et al., 2018).

A alicina atua na regulacdo da sinalizacdo celular e em diversos processos
metabdlicos, interagindo com GSH e tidis presentes em proteinas através da S-tiolagéo.
Por outro lado, o dialil trissulfeto (DATS) reage com os tidis da glutationa celular por meio de
uma reacao de troca tiol-dissulfeto, gerando gas H2S que desempenha multiplas fun¢des
reguladoras. Esses mecanismos quimicos conferem tanto a alicina quanto ao DATS
propriedades anticancerigenas, além de aumentar a sensibilidade das células tumorais a
quimioterapia (ZHOU et al., 2022).

Em testes realizados com grupos para avaliar o ganho de peso e a atividade anti-
hipertensiva, constatou que o tratamento com alicina por 30 dias reverteu totalmente o
ganho de peso. Adicionalmente, observou-se um aumento na presséao arterial sistolica em
um dos grupos estudados, sendo que esse efeito foi mitigado com a administracdo de
alicina, evidenciando assim um efeito anti-hipertensivo do tratamento (SAID et al., 2023).

A alicina demonstrou inibir a citotoxicidade do LPS em células HK2 ao promover
a via de sinalizagdo Nrf2/HO-1. Além disso, sua atividade antioxidante e anti-inflamatéria
foi destacada, juntamente com sua capacidade de restaurar a disfungdo mitocondrial e
inibir a apoptose tanto in vivo quanto in vitro. Especificamente, a alicina mostrou-se eficaz
na inibicdo da resposta inflamatéria e do estresse oxidativo, ao mesmo tempo em que
restaurava a fungdo mitocondrial em células HK2 tratadas com lipopolissacarideo (LPS)
(LI; LIU; WANG, 2023).

A alicina e seus derivados, como ajoene, allitridin e garlicin, sdo considerados os
compostos sulfurados organicos mais promissores do alho e sdo responsaveis por varias
das suas atividades terapéuticas, incluindo a prevencdo de infec¢des virais. Estudos
clinicos randomizados que utilizaram diversas preparacdes comerciais de alho confirmaram
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o efeito profilatico deste alimento na prevencgéo e tratamento de varias infecgbes virais em
humanos, abrangendo desde o resfriado comum e gripe até hepatite induzida por virus e
verrugas (ROUF et al., 2020).

Em experimentos realizados em camundongos, a suplementag¢ao com alho integral
demonstrou a capacidade de atenuar a dislipidemia induzida por uma dieta rica em gordura
(HFD) e os disturbios no micro bioma intestinais associados a ela. Além disso, observou-se
que o alho pode ajudar a reduzir os danos a morfologia do intestino delgado causados pela
HFD e promover concentracdes mais altas de 4cido isobutirico, acido n-butirato e &cido
acetato, contribuindo assim para a saude intestinal (CHEN et al., 2019).

A avaliacdo da atividade antifungica da alicina, demonstraram a partir de testes
utilizando o método de disco difusdo com cepas de Haemophilus influenzae por meio
da fase gasosa no ensaio de placa de Petri invertida. O tamanho das zonas de inibicdo
mostra uma clara relacdo dose-dependente com a exposicdo a alicina, na qual doses de
20 microlitros apresentaram um halo de inibicdo entre 40nm e 80nm (BORLINGHAUS et
al., 2021).

A curva de tempo de morte utilizando a alicina, demonstraram a inibicao da atividade
metabdlica e adesédo dos biofilmes de Trichosporon asahii de maneira dependente da
dose. Observou-se que, apds a maturagdo e desenvolvimento dos biofilmes, a eficacia dos
compostos de alicina na inibicdo da atividade fungica foi reduzida de 40% para cerca de
13%. Indicando a capacidade da alicina de combater a formagéo e crescimento de biofilmes
fungicos, porém destacando a importancia de considerar o estagio de desenvolvimento dos
biofilmes (YANG et al., 2023). Foi relatado em estudo que a alicina causou um aumento
global no grau de oxidac¢ao do proteoma de Pseudomonas fluorescens apds um tratamento
de 15 minutos. Demonstramos também que a alicina inibiu a atividade da DNA girase in vitro.
Destacando a importancia da alicina como um agente oxidante e sugerem mecanismos
potenciais de tolerancia em bactérias (REITER et al., 2019).

A alicina inibe a germinacdo de esporos de maneira dependente da concentracéo.
Através de testes de zonas de inibicao invertida, demonstrou-se que a alicina é capaz de
inibir o crescimento de fungos pela fase gasosa da solugé@o. Os resultados revelaram uma
zona média de inibicdo de 1965mm2 para Rhizopus stolonifer e 2405mm2 para Mucor
racemosus. Além disso, em testes de difusdo em agar, solugbes de alicina apresentaram
uma zona de inibicdo superior a 800mm2, confirmando sua capacidade antifingica
(SCHIER et al., 2023). Os experimentos conduzidos em camundongos com presenca de
neoplasias, os animais foram submetidos a injecéo direta de extrato de alho por um periodo
de vinte e um dias. Os resultados revelaram uma taxa de cura significativamente maior em
comparacdo com outros extratos de frutas testados. Além disso, a viabilidade das células
de carcinoma cervical e cancer de bexiga ap6s a exposicéo ao extrato de alho mostrou-se
abaixo de 20%, indicando uma forte eficacia na redugéo da viabilidade celular desses tipos
de cancer (LI; LE; CUI, 2018).

Explorando a vida em uma jornada pelas ciéncias bioldgicas Capitulo 4

54



Em testes para verificar o potencial terapéutico da alicina, demonstrou a capacidade
de reduzir hemorragias intracerebrais, o modelo utilizando camundongos, verificou que
tratamentos diarios intraperitoneais com 50mg/kg de alicina reduziram significativamente
o0 numero de microglia/macrofagos ativos, influenciando diretamente na infiltracdo no
hematoma intracerebral e consequentemente a vitalidade de células neuronais (ATEF et
al., 2023).

As varias cepas bacterianas resistentes a antibiéticos, incluindo MRSA, bem como
outras cepas multirresistentes enterotoxicogénicas de E. coli, Enterococcus e Shigella,
foram descobertas como sensiveis a alicina. Sendo destacado o potencial antimicrobiano,
em grande parte devido a presenca de grupos tiol que interagem com as moléculas de
alicina (SALEHI et al., 2019).

Os estudos evidenciaram a atividade antimicobacteriana e imunomoduladora do
extrato de alho e de seu constituinte puro, a alicina, por meio de experimentos in vitro e
in vivo no modelo murino de tuberculose. O extrato de alicina/alho mostrou forte resposta
antimicobacteriana contra cepas sensiveis a medicamentos, MDR e XDR de TB, induzindo
também citocinas pré-inflamatérias em macrofagos. Além disso, o tratamento com extrato
de alicina/alho nos modelos murinos resultou em uma forte resposta protetora Th1, levando
a uma redugdo drastica da carga micobacteriana (DWIVEDI et al., 2019; PASQUALI;
PIMENTA, 2014).

Na verificacdo da atividade antimicrobiana da alicina diante de casos de estomatite
de dentadura observaram que a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da alicina para C.
albicans foi de 8 pg/ml, enquanto a Concentragdo Minima de Fungicida (MFC) foi de 16 ug/
ml. Para S. aureus, tanto a CIM quanto a Concentracdo Bactericida Minima (MBC) foram
registradas como 8 pyg/ml. Devido a sua atividade antimicrobiana, a alicina possui potencial
para ser utilizada como tratamento topico em infecgbes de mucosa (ZAINAL et al., 2021).

A alicina € o principal componente responsavel pela atividade farmacolégica do
alho. No entanto, sua biodisponibilidade pode ser reduzida por altas temperaturas ou pelo
consumo simultdneo de uma refeicao rica em proteinas, o que retarda o esvaziamento
gastrico. Futuros ensaios clinicos devem considerar esses achados ao selecionar os
produtos de alho a serem testados. Esses resultados também oferecem diretrizes
para desenvolver novas formulagbes que melhorem a biodisponibilidade da alicina e,
consequentemente, os efeitos benéficos do alho (TORRES, 2021).

41 CONCLUSOES

Ao final desse estudo conclui-se que o perfil quimico dos bulbilhos de Allium sativum
L. possui potencial contribuinte para a investigacdo da atividade antibacteriana do seu
6leo essencial, em comparacdo com a alicina. Os fitoterapicos, com destaque para o alho

(Allium sativum), apresentam um vasto potencial terapéutico devido aos seus compostos
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bioativos que conferem propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatérias, e
beneficios cardiovasculares. A utilizacao global das espécies do género Allium na medicina,
tanto tradicional quanto moderna, evidencia ndo apenas sua rica composicdo quimica,
mas também sua relevancia continua na promog¢ao da saude humana. Portanto, explorar
e compreender melhor essas potencialidades pode abrir caminho para novas aplicagées
terapéuticas e beneficios a saude.
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RESUMEN: En este trabajo se evalu6 la
actividad antibacteriana de los exudados
producidos por cinco cepas del hongo
entomopatégeno Hirsutella citriformis, asi
como por filtrados de cultivo liquido, y se
probaron contra siete cepas bacterianas
patbgenas. Las cepas fungicas se
cultivaron en medio de agar papa dextrosa
adicionado con extracto de levadura al 1%.
Después de 30 dias de incubaciéon a 25°C
se recolectaron los exudados con jeringas
estériles y se conservaron en congelacion
hasta su uso. Para la preparacion de los
filtrados de cultivos, se inocularon las
cepas fungicas en caldo papa dextrosa y
se incubaron en agitacion a 250 rpm y 25°C
durante 7 dias, posteriormente se filtraron
con gasa Yy filtros Millipore de 0.22 pm de
tamafo de poro para obtener liquido libre
de micelio. Por otra parte, se sembraron
las especies bacterianas en cajas con agar
nutritivo o agar infusién cerebro-corazén,
después de los cual se colocaron discos
de papel filtro estériles impregnados con
25 microlitros de cada exudado y/o filtrado
de cultivo sobre los cultivos bacterianos
sembrados y se incubaron a 37°C durante 24
a72 horas 0 mas. Los resultados obtenidos
indicaron que el exudado producido por las
seis cepas fungicas inhibi6é al menos a una
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especie bacteriana probada, con rangos de inhibicion desde 0.5 a 2 mm destacando la cepa
Quintana Roo que causé 2 mm de inhibicién del crecimiento de Salmonella sp y la cepa
fungica mutante 53-10 que presentd 1.5 mm de inhibicién contra Klebsiella pneumoniae. En
los resultados de filtrados de cultivo, 4 cepas fungicas mostraron inhibicion del crecimiento
de al menos una especie bacteriana, destacando el filtrado de la cepa de Colima que mostro
inhibicion de mas de 10 mm contra L. monocytogenes y B. subtilis, mientras que la cepa
fangica de Yucatan mostré inhibicién de 2 mm contra B. cereus 'y L. monocytogenes.

INTRODUCCION

La mayoria de las sustancias antimicrobianas y en particular los antibi6ticos, son
compuestos quimicos producidos especialmente por hongos, bacterias, algas, liquenes
y actinomicetos. A principios del siglo XX se descubre el primer antibidtico producido
por hongos (penicilina) y posteriormente han seguido descubriéndose gran cantidad de
sustancias antibiéticas como cefalosporinas, acido fusidico, anfotericina B, cloranfenicol,
kanamicina, eritromicina, neomicina, tetraciclinas, novobiocina, vancomicina, etc. Los
hongos no solo producen sustancias antimicrobianas, sino que también son capaces
de producir toxinas de gran importancia debido a la posibilidad de su utilizacion como
plaguicidas, los mismos poseen baja toxicidad en humanos, elevada accién insecticida y
no necesitan requerimientos especiales para su empleo, en comparacion con el uso directo
de las cepas sobre los cultivos como ocurre con los hongos entomopatégenos. Ademas
producen una amplia gama de metabolitos secundarios que exhiben una gran variedad
de actividades: insecticidas, antibacterianas, antifingicas, anticancerigenas, antioxidantes
y antivirales, y se han sugerido como posibles candidatos para el desarrollo de nuevos
agentes bioactivos (Isaka et al. 2005; Pedras et al. 2002; Wang y Xu, 2012).

Entre los hongos entomopatdgenos se encuentra el género Hirsutella del cual se
tiene reportes de que produce sustancias de interés microbiol6gico. Entre las sustancias
reportadas para este género se encuentran las hirsutelinas producidas por Hirsutella
thompsonii (Mazet, 1992) las cuales cuentan con actividad contra insectos ocasionando
la muerte de los mismos; los hirsutelones producidos por H. nivea cuya actividad inhibe
a Mycobacterium tuberculosis (Isaka et al. 2005); las oosporinas reportadas por Rosas-
Acevedo et al. (2003) que disminuyen la ovoposicion de acaros como Tetranychus urticae;
también se encuentran los exopolisacaridos reportados por Li et al. (2010) que son
producidos por cepas de Hirsutella sp. con capacidad inhibitoria contra diversas bacterias
Gram positivas y negativas pero sobre todo inhiben a Bacillus subtilis.

Hirsutella citriformis es un hongo que al igual que las otras especies de este género
produce gran variedad de exudados cuando se le cultiva en diferentes medios de agar
(Pérez-Gonzalez 2015) y de los cuales solo se conoce que algunos son proteinas (exudados
café rojizo y amarillo claro) y uno de ellos es un exopolisacarido (exudado cristalino) por

lo cual en este trabajo se tiene como objetivo determinar la actividad antimicrobiana que
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pudieran presentar algunos exudados y filtrados de cultivo liquido de cepas mexicanas de
H. citriformis contra algunas bacterias Gram positivas y negativas de importancia médica,
como Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella sp.

ANTECEDENTES

Se ha encontrado que la prevalencia de organismos patégenos humanos resistentes
a los antibidticos es cada vez mayor, pero el descubrimiento y desarrollo de nuevos
antibi6ticos que controlen estos microorganismos es mucho mas lento. La resistencia
bacteriana es uno de los retos clinicos mas grandes que hoy prevalecen porque va
limitando la prescripcion de antibiéticos que hasta hace poco eran eficaces. La importancia
del reto radica en dos variables, la primera es que cada vez mas microorganismos
patégenos establecen elementos de adaptacion a los antibidticos que incrementan las
tasas de resistencia en todo el mundo. La segunda es que en las Ultimas dos décadas el
desarrollo de nuevos antimicrobianos ha sido muy limitado debido a que muchas companias
farmacéuticas priorizaron su campo de investigacion en el desarrollo de medicamentos
para la atencion de enfermedades crénico-degenerativas. En la actualidad persisten las
enfermedades infecciosas, asi como la resistencia bacteriana ante los antibiéticos. Por eso
se considera un reto clinico la busqueda de nuevos farmacos semisintéticos y sintéticos
que tengan efecto sobre microorganismos resistentes, inhibiendo su crecimiento o que
eviten los mecanismos de resistencia.

Con el descubrimiento del hecho de que los hongos mataban insectos, siempre se
crey6 que se debia a que producian sustancias cuya efectividad dependia de su toxicidad y
a pesar de que se ha reportado un elevado nimero de metabolitos secundarios producidos
por los hongos entomopat6genos, en solo una pequefia fraccion de las especies y géneros
conocidos, éstos han sido examinados y caracterizados. Los mismos son generalmente
mas pequenos que el tamano promedio de las macromoléculas biolégicas. Algunos pueden
ser de estructura organica simple, pero con frecuencia son compuestos de estructura un
poco mas compleja, muchos de ellos son toxinas peptidicas ciclicas y lineales, las que
se derivan de otros metabolitos primarios, en algunos casos con estructuras inusuales y
acompanadas ocasionalmente de procesos de biosintesis especificos (Diaz et al. 2006).

Se ha reportado la presencia de sustancias antibiéticas de naturaleza peptidica
excretadas por diferentes hongos entomopatégenos como es el caso de Paecilomyces
lilacinus el cual excreta en condiciones alcalinas una sustancia toxica denominada
paecilotoxina (Isogai et al. 1992). De igual manera, se ha reportado la produccién de
antibiéticos en diferentes especies del género Verticillium (Lépez-Llorca, 1993).

Ha sido reportado que diferentes especies del género Hirsutella al ser cultivadas en

fermentaciones sumergidas producen metabolitos que incluyen una variedad de proteinas
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de bajo peso molecular los cuales presentan actividad contra insectos y acaros. La toxina
mejor caracterizada es producida por H. thompsoniila cual es una proteina, la hirsutelina A
(HtA), la cual se ha aislado y secuenciado (Liu et al. 1995; Boucias et al. 1998).

Rosas-Acevedo et al. (2003) encontraron que H. thompsonii secretd metabolitos que
eran acaricidas contra Tetranychus urticae. Prepararon proteinas de exudados derivados
del cultivo s6lido vy filtrados derivados de caldo, los precipitaron con el mismo volumen de
amonio para conservarlos en temperatura subzero. Los precipitados los sometieron a una
centrifugacion mientras que los pellets los disolvieron en un buffer para desnaturalizarlos
con ebullicién. En la cromatografia de columna no encontraron niveles detectables de HtA;
sin embargo, en los bioensayos descubrieron que a mayor concentracién de los exudados,
mayor inhibicién en la ovoposicion de los acaros.

También se ha reportado la produccién de sustancias llamadas hirsutelones en H.
nivea (Madla et al. 2008) con actividad sobre Mycobacterium tuberculosis, y en diversas
cepas de Hirsutella sp. se reporta la produccion de exopolisacaridos con actividad
antibacteriana sobre bacterias Gram positivas como son Bacillus subtilis y Micrococcus
tefragenus (Li et al. 2010). Estos metabolitos se obtienen del cultivo del hongo en medios
liqguidos pero también se ha observado que se producen gotas denominadas exudados
cuando se les cultiva en medios de agar (Cabrera y Lopez, 1977; Samson et al., 1980).

En este trabajo se evalué la actividad antibacteriana presentada por los exudados
y filtrados de cultivo libres de micelio producidos por seis cepas mexicanas de Hirsutella

citriformis Speare contra siete cepas bacterianas patogenas.

MATERIAL Y METODOS

1.-Conservacion y cultivo de las cepas bacterianas y fungicas. Las cepas de
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
sp. y Staphylococcus aureus se conservaron en tubos con agar nutritivo inclinado en
refrigeracion a 4°C y se hicieron resiembras mensuales en el mismo medio.

Por otra parte, se utilizaron tres cepas de H. citriformis, INIFAP-Hir-5 (Quintana
Roo), INIFAP-Hir-2(Yucatan), IB-Hir-2 (Colima) y dos cepas mutantes, denominadas 53-
10 y 103, obtenidas de la cepa silvestre INIFAP-Hir-2 originaria de Yucatan, mutadas de
acuerdo al procedimiento reportado por Cruz-Juéarez et al. (2018) las cuales se mantuvieron
en el medio agar papa dextrosa (PDA) adicionada con 1% de extracto de levadura y Agar
Sabouraud con 0.5% de extracto de levadura.

2. Colectade los exudados. Cada unade las diferentes cepas fungicas se resembraron
en suficientes cajas Petri para poder obtener una cantidad apreciable de exudados. Para
colectar los exudados se observaron los cultivos so6lidos en el estereoscopio, y se colectaron
con mucho cuidado los exudados producidos mediante jeringas de insulina los cuales se
depositaron en tubos conicos de 1.5 ml y se guardaron en congelacion hasta su utilizacién
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en las pruebas de inhibicion.

3. Pruebas preliminares de los exudados. Se hizo una mezcla de todos los exudados
producidos por cada cepa fungica, homogeneizandolos con 1 ml de agua destilada estéril
para recogerlos de la placa, después se impregnaron discos de papel filtro estériles de
1 cm de diametro, con 10 pl de la mezcla de exudados. Posteriormente se sembraron
los cultivos de las diferentes cepas bacterianas en cajas Petri con agar nutritivo o agar
infusion cerebro-corazén, mediante extension con asa de vidrio, se colocaron cuatro discos
de papel filtro en cada caja y se incubaron por 24 horas a 37°C. Cada experimento se hizo
por cuatriplicado. Posteriormente se observaron las placas para determinar las zonas de
inhibicidén producidas.

4.- Pruebas de Inhibicién antibacteriana de cada exudado producido. De acuerdo
a los resultados de inhibicion preliminar, aquellos que presentaron resultado positivo se
analizaron por separado para cada uno de los exudados producidos y se confrontaron con
las diferentes cepas bacterianas, midiendo las diferentes zonas de inhibicién presentadas.

5.-Produccion de cultivos liquidos y filirado de cultivos. Las diferentes cepas fungicas
se cultivaron en medio liquido de papa dextrosa durante un periodo de 7 dias a temperatura
de 25°C y 250 rpm de agitacion. Después del tiempo de incubacién se filtraron a través
de gasa, para separar el micelio, posteriormente se tomaron 10 ml del liquido restante
y se filtraron a través de membrana Millipore de 0. 22 ym de tamafo de poro. El liquido
resultante se guard6 en congelacion hasta la realizacion de las pruebas de inhibicién.

6.- Pruebas de Inhibicion del crecimiento bacteriano por los filtrados fangicos. Se
tomaron 10 pl de los filtrados de cada cepa y se impregnaron discos de papel filtro estériles
de 1 cm de diametro, los cuales se colocaron sobre cada uno de los cultivos bacterianos
inoculados por extension. Se incubaron por 24 -72 h 0 en algunos casos hasta 6 dias
a 37°C. Posteriormente se observaron las placas para determinar y medir las zonas de
inhibicién producidas. Cada experimento se realizd por cuatriplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las pruebas preliminares al menos un exudado producido por cada una de las
tres cepas silvestres y dos mutadas de Hirsutella citriformis produjeron inhibicion bacteriana
de al menos una cepa patégena con rangos de inhibicion de 0.5 a 2 mm, con excepcion
de la cepa mutante 103, cuyos exudados no causaron ninguna inhibicién contra las cepas
probadas. Como se muestra en la Tabla 1, el exudado producido por la cepa H. citriformis
de Quintana Roo produjo la mayor inhibicion contra Salmonella sp de 2 mm, seguida de la
cepa H. citriformis mutante 53-10 que caus6 1.5 mm de inhibicién contra K. pneumoniae.
Los exudados producidos por las restantes cepas probadas produjeron 0.5 mm de inhibicién
contra las cepas bacterianas probadas, excepto los exudados producidos por la cepa
mutante 103, que no produjo ninguna inhibicién; mientras que el exudado producido por la
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cepa de Yucatan ocasiond la inhibicién de la cepa de E. coli solamente.

Cepa L. monocy B. B. E. Salmonella K pneumoniae Tiempo
fangica  togenes subtilis  cereus coli

Colima 0.5 - 0.5 0.5 0.5 - 48 h
Yucatan - 0.5 - - 48 h
Mutante 0.5 0.5 - 0.5 0.5 15 48 h
53-10

Q. Roo 0.5 - - - 2 - 48 h

Tabla 1. Inhibicion antibacteriana (mm) presentada por exudados obtenidos en cultivo sélido de varias
cepas de Hirsutella citriformis mexicanas.

Enlas pruebas de inhibicidén contra diversas cepas de bacterias patdbgenas, mostradas
en la Tabla 2, los filtrados de cultivo liquido libres de micelio mostraron resultados diversos
donde la mayor inhibicién que se registr6 fue con el filtrado de la cepa de H. citriformis
de Colima, de 10-15 mm contra L. monocytogenes, despues de 6 dias de incubacion,
mostrando inhibicion desde las 48 h y aumentando progresivamente con el paso del tiempo.

Cepa fungica L. B. B. Salmonella E. K Tiempo
monocytogenes  subtilis cereus  sp coli pneumoniae
Colima 2 4 1.5 1 1 1 48 h
Yucatan 2 2 2 0 48 h
Mutante - 1 4 1 - - 48 h
53-10
Mutante 103 1 1.5 1.5 0 - - 48 h
Colima 5-10 5-7 2 1 1 1 72
Yucatan 2-3 2 2 1 - 72
Mutante - 1 1 1 - - 72
53-10
Mutante 103 3 1.5 2 0 - - 72
Colima 10-15 10 2 1 1 - 6d
Yucatan 2-3 2 2 0 1 - 6d
Mutante - 1 4 1 - - 6d
53-10
Mutante 103  4-5 2 2 0 - - 6d

Tabla 2. Inhibicién antibacteriana (mm) presentada por filtrados de cultivos de varias cepas mexicanas
de Hirsutella citriformis.

También la mutante 103 mostré inhibicion de 4-5 mm después de 6 dias de
incubacion, aumentando paulatinamente desde las 48 horas. De hecho, casi todos los
filtrados de cultivos mostraron inhibicién, contra L. monocytogenes, excepto los filtrados
de la cepa mutante 53-10. En las pruebas contra B. subtilis, de igual manera, el filirado de
la cepa de H. citriformis de Colima mostr6 la mayor inhibicion de 10 mm después de 6 dias
de incubacién, también aumentando con el paso del tiempo de incubacién. En segundo
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lugar, los filtrados de la cepa de Yucatan mostraron inhibicion de 2 mm contra B. subtilis
sin embargo, la zona de inhibicion no aumenté al transcurso del tiempo. Contra la misma
bacteria, los filtrados de cultivos de las cepas mutantes mostraron minima inhibicion de
1-2 mm después de 6 dias de incubacion. Los resultados de inhibicién contra B. cereus
fueron variables para los distintos filtrados donde se mostr6 la mayor inhibicion de 4 mm
presentada por la cepa mutante 53-10, a los 6 dias de incubacion, los restantes filtrados
presentaron de 1-2 mm de inhibicion. Las pruebas contra Salmonella sp presentaron bajos
niveles de inhibicion de 1 mm solamente con los filtrados de las cepas de Colima y la
mutante 53-10, a cualquier tiempo de incubacién, los restantes filtrados de cultivos no
mostraron inhibicién. En las pruebas contra E. coli, solamente los filtrados de las cepas
de Colima y de Yucatan presentaron una leve inhibicion de 1 mm en 48 horas o mass de
incubacion. Por Ultimo, contra K. pneumoniae, solo el filtrado de la cepa de Colima presentd
minima inhibicion de 1 mm después de 48-72 h de incubacion.

Se han reportado diversos metabolitos producidos por cepas de Hirsutella sp en
cultivos liquidos, tales como la la hirsutelina A (HtA), la cual se ha aislado y secuenciado
por Liu et al. (1995) y Boucias et al. (1998). Del mismo modo han sido caracterizadas
varias sustancias de tipo exopolisacaridos con actividad antibacteriana sobre bacterias
Gram positivas como son Bacillus subtilis y Micrococcus tetragenus (Li et al. 2010). Estos
metabolitos se obtienen del cultivo del hongo en medios liquidos, como fue nuestro caso,
solo que a diferencia de este ultimo autor, los filtrados de cultivos presentaron inhibicion,
aunque minima, contra bacterias Gram negativas como E. coli o Salmonella sp, mientras
que las mayores inhibiciones obtenidas de filirados de cultivos de cepas de Hirsutella
citriformis mexicanas fueron contra L. monocytogenesy B. subtilis que son bacterias Gram
positivas y en esto concuerdan con resultados de Liu et al. ( 2010) contra este tipo de
bacterias.

En nuestro caso seria interesante caracterizar el tipo de sustancias que ejercen esta
inhibicion por lo cual, en un trabajo posterior esto podria realizarse con el fin de encontrar
nuevas sustancias antibiéticas que pudieran utilizarse en el control de diferentes especies
patdégenas causantes de enfermedades en humanos y animales debido a que existe una
resistencia incrementada hacia los antibiéticos usualmente utilizados. Por eso se considera
muy importante la busqueda de nuevos farmacos semisintéticos y sintéticos, o que deriven
de plantas o microorganismos que tengan efecto sobre bacterias resistentes, inhibiendo su

crecimiento o que eviten los mecanismos de resistencia.
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Fig. 1. Cultivos de L. monocytogenes mostrando la inhibicion causada por filtrados de cultivo de H.
citriformis IB-Hir 2 (Colima), asi como B. subtilis también con filirado de cultivo de H. citriformis de
Colima y por altimo cultivo de L. monocytogenes con filtrado de la cepa mutante 103 de H. citriformis.
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