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RESUMO

Os Zygomycetes sdo organismos com potencial ecaodndustrial, apresentam
habilidades de adaptacdo a diferentes condi¢coesearais, e ainda representa um
elemento fundamental na compreenséo de seu commaotia celular. A diferenciagcéo
morfolégica entre ambas as formas (filamentosa vediera) pode ser controlada
experimentalmente por condicbes ambientais, e éndieada de Dimorfismo. Este
trabalho tem como objetivo promover o dimorfismancotambém avaliar o potencial
da espécie na producdo de biossurfactante. Pasp@uacdo, as culturas foram
mantidas em placa de Petri contendo BDA e logostesitlas para o meio estatico
YPG, a 28°C em uma estufa de 4@0%); para o controle, as amostras foram mantidas
a 28°C em condicbes aerobias, por 72 horas. Apéspesiodo, o liquido metabdlico
livre de células foi submetido a andlise da terssgorficial. O micélio foi coletado nos
periodos de 24, 48 e 72 horas de cultivo, paracaostopia Optica. A melhor tensao
superficial ocorreu nas 24 horas de cultivo. Oailtedos da microscopia Optica
revelaram a presenca de artrosporos e célulasvedue em todas as amostras. E
preciso verificar o potencial dd. mucedaquanto a producao de biossurfactante.

Palavras-chave:Surfactante, Dimorfismdylucorales

INTRODUCAO constituem um grupo relevante de
microrganismos, pois se destacam como

Os fungos da Ordem Mucorales, produtores de compostos em processos

representantes da Divisdo Zigomycota biotecnoldgicos industriais,
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como:enzimas, vitaminas, acidos
organicos, acidos graxos, antibidticos,
conservantes dentre outros. Esse
potencial econdmico-industrial
significativo é devido a sua capacidade
em resistir a variadas condigOes
ambientais, referentes a sua atividade
fisiologica, bioquimica e genética
(ALEXOPOULOS et al., 1996; DUBE,
1978; TOMBS e BLAKE, 1982; ENDO
et al.,1985; GRIFFIN, 1994; GRIFFIN,
1994; CARLILE & WATKINSON,
1996).

Alguns géneros da Ordem Mucorales
sdo dimorficos, estando o dimorfismo
relacionado as condicbes ambientais,
como: anaerobiose, presenca de
substancias que bloqueiam a funcédo
geradora de energia das mitocondrias e
adicdo de Adenosina Monofosfato
Ciclico (AMPc) (ORLOWSKI, 1991).
Alguns  microrganismos  (bactérias,
fungos ou leveduras) sdo capazes de
produzirem compostos que apresentam
propriedades surfactantes, os quais sao
denominados de  biossurfactantes.
Devido as suas propriedades funcionais;
uma das importantes propriedades dos
biossurfactante é a habilidade de
atuarem na reducdo da tenséo
superficial de solugdes aquosas
(NITSCHKE et al., 2004; YOUSSEF et
al., 2004).

Dependendo de sua natureza quimica e
da espécie produtora, 0s
biossurfactantes sdo de grande
aplicabilidade aos setores industriais
como: industria farmacéutica,
cosméticos, alimenticia, entre outros.

Os biossurfactantes apresentam
vantagens quanto aos surfactantes
sintéticos, pela baixa toxicidade,
biodegradabilidade e a tolerancia

correspondendo a temperatura, pH e a
forca ionica (MULLIGAN; GIBBS,
1993; URUM et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi promover
o dimorfismo doM. mucedoe analisar

seu potencial biotecnolégico para a
producéo de biossurfactante.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos e condicao de cultivo

- O estudo foi realizado com o funiyb
mucedoda Ordem Mucorales, isolados
de sedimentos de mangue do municipio
de Rio Formoso, Pernambuco. Este foi
identificado e depositado na Colecao de
Culturas do Nucleo de Pesquisa em
Ciéncias Ambientais da Universidade
Catdlica de Pernambuco, a qual é
registrada no World Federation for
Collection-WFCC. A linhagem foi
mantida a temperatura de 28°C no meio
Sintético para Mucorales SMA
(HESSELTINE & ANDERSON, 1957),
sendo repicadas a cada 4 meses para o
mesmo meio de cultivo.

Inducdo ao dimorfismo - Para
promover o dimorfismo do fungo foram
utilizados frascos de Erlenmeyers de
250 mL de capacidade, contendo: 100
mL do meio, composi¢ao: 0,3 g de
extrato de levedura; 1 g de peptona e 2
g de glicose de YPG, pH 4,5. Em
seguida, 2mL da suspensao de esporos
contendo 10 esporangiésporos/mL,
foram transferidos para o meio de YPG,
mantidos na condigdo estatica a 28°C
nos periodos de 24, 48 e 72 horas de
cultivo em estufa de CO (20%). As
amostras controle foram mantidas em
condicdo aeroObia, a 28°C nos periodos
de 24, 48 e 72 horas de cultivo. O meio
foi centrifugado, para separar a
biomassa do liquido metabdlico. Apds a
centrifugacéo, foram retiradas aliquotas
de 1mL para a observacdo através da
microscopia Optica, utilizando laminas
(corante Azul de Amann). Aumento de
1000x. Os experimentos foram
conduzidos em triplicata.



Determinacéo da Tensao Superficial -
Para a determinacdo da tensao
superficial os liquidos metabdlicos livre
de células contendo o biossurfactante
apos 72 horas de cultivo, foram
medidos em um tensidémetro automatico
(modelo Sigma 70-KSV Ltd., Finland)
utilizando-se o anel de DU NUOY,
através de sua imersdo no liquido,
registrando-se a forca requerida para
puxa-lo através da interface ar-liquido,
de acordo com (Kuykinaet al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Segundo ORLOWSKI (1991), o

dimorfismo foi observado em vérias
espécies ddlucor.

A formacéo de levedura por brotamento
esférico é uma caracteristica
comumente observada apés o final do
crescimento logaritmico (Log).

O aparecimento de artrésporos,

A

..

Figura 1. Microscopia Optica do M.
mucedaultivado em meio de cultura YPG:
Controle (A); Estufa C&(B, C e D). Incubados a

Na Figura 2 os resultados obtidos
através da microscopia Optica crescida
ha 48 horas equivalem a morfologia das
células do controle (A), encontram-se
na forma filamentosa e presenca de
artrésporos. Nas figuras (2B, 2C e 2D),
com formas esféricas, caracteristica de

estruturas de reproducdo assexuadas, |evedura.

gue séao iniciadas com a formacdo de
um septo durante a fase logaritmica e
acaba com a fragmentacdo de hifas,
estdo relacionados com ambientes
desfavoraveis nutricionalmente  ou
ambientes acidos (ORLOWSKI, 1991;
BARTNICKI-GARCIA e
NICKERSON, 1962).

Os resultados obtidos pela microscopia
Optica demonstraram: a presenca de
células leveduriformes na Figura 1B e
1C; e artrésporos na Figura 1D, no
periodo de 24 horas, na estufa de,CO
(20%); entretanto, no controle Figura
1A, observa-se crescimento na forma
filamentosa.

C

Figura 2. Microscopia 6ptica doM. mucedo
cultivado em meio de cultura YPG: Controle
(A); Estufa CQ (B, C e D). Incubados a 28°C,
48 horas. Aumento de 1000X.

Artrosporos sao propagulos assexuados
gue foram identificados em uma grande
variedade de fungos, incluindo varias
espécies deMucor. Artrésporos sao

importantes para a classificacdo de
fungos, e potencialmente (teis para



diferenciacéo celular (HASHIMOTO e
LUMENTHAL, 1978). Bartnicki-
Garcia e Nickerson, em 1962
demonstraram que baixos valores de
pH, in6culo pesado e altas
concentracdes de glicose, estimulavam
a formacéo de artrOsporos nas espécies
Mucor. Esses padroes de crescimento
por anaerobiose foram constatados,
pelos niveis de glicose e alguns
componentes de peptona que sao
imprescindiveis para a forma transitéria.
Ultimamente, tém demonstrado que ha
maior formacdo de artrosporos por
Mucor rouxii durante o crescimento em
meio de cultura, composto por extrato
de levedura e peptona, adicionado com
acetato de potassio.

Na Figura 3 observa-se M. mucedo
crescido a 72 horas de cultivo. Pode-se
observar presenca de artrOsporos nas
Figuras 3A, 3C e 3D. Entretanto, ha
predominancia de células

leveduriformes apenas na figura 3B.

e : , 5
Figura 3. Microscopia optica doM. mucedo
cultivado em meio de cultura YPG: Controle
(A); Estufa CQ (B, C e D). Incubados a 28°C,
72 horas. Aumento de 100(

De acordo com Jacobson (1977) a
formacdo de artrésporos estava
associada ao crescimento de espécies de
Mucor em fermentacdes.
Foram determinantes
crescimento deM.

para 0
racemosuse M.

rouxii, o fluxo de gas N Estudos
demonstram um composto volatil
produzido por Mucor racemosus
essencial para o desenvolvimento das
hifas (MOONEY AND SYPHERD,
1976).

Foi claramente demonstrado que sé&o
necessarias hexoses para 0
desenvolvimento do fermento ei.
Rouxii (Bartnicki-Garcia,1968).

Contudo, modificacbes ambientais
promovem o dimorfismo, como adi¢ao
de: oxigénio, CQ@ e hexoses. Uma
variedade de outros compostos (por
exemplo: alcool phenethyl, PEA) foram
relatados alterando a morfologia das
células Mucor (HEIPIEPER et al.
1994).

Admitindo que o fungo filamentoso
tenha apresentado resposta habitual
como as bactérias e leveduras, na
presenca anaer@bia, portanto, este
trabalho tem o intuito de induzir o
dimorfismo além de avaliar seu
potencial quanto a producdo de
biossurfactante, na forma de levedura.

A capacidade de redugdo da tensédo
superficial € critério para o qual o
microrganismo ¢é considerado bom
produtor de biossurfactante (YOUSSEF,
2004).

Assim, a Tabela 1 demonstra os
resultados obtidos peld. mucedagpara

a producao de biossurfactante, na forma
leveduriforme; apresentando  uma
melhor reducdo da tenséo superficial na
condigdo estufa de GOno periodo de
24 horas, com tensdo superficial de
50,03mN/m. A tensdo superficial na
condicao aerdbia foi de 49,03 mN/m, no
periodo de 48 horas, com variacao
minima nas 72 horas de cultivo. Estes
dados demonstraram que nao ocorreram
variacfes significativas, na producao de
Biossurfactante, pelo fungo, na forma
filamentosa e leveduriforme.

Outros biossurfactante€. sphaerica
demonstraram maior capacidade de



reduzir (LUNA et al., 2008); um dos

compostos biossurfactantes mais
investigados sdo o0s ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas
aeruginosa

Segundo NITSCHKE et al., 2004;
YOUSSEF et al., 2004., uma das
importantes propriedades dos

biossurfactante é a habilidade de
atuarem na reducdo da tenséo
superficial de solu¢des aquosas.
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Condicdes 24horas| 48horas 72horas
Estufa 50,03 51,01 55,03

(anaerobiose)

Controle 52,06 49,03 49,04

(aerobiose)

CONCLUSAO

Foi possivel constatar alteracdes

estruturais nas células dd. mucedo
por meio da microscopia Optica, nos
intervalos de 24, 48 e 72 horas de
crescimento.

Durante as 24 horas de incubacéo, as

amostras controles apresentaram
morfologia filamentosa, e presenca de
artrésporos.

O dioxido de carbono e o meio YPG
foram fatores que determinaram a
inducéo do dimorfismo nM. mucedo

A producdo de biossurfactante ndo foi
influenciada pelas alteracdes
morfolégicas ocorridas nas condi¢cbes
estudadas.

Assim, sugere se novas investigacdes na
producao de biossurfactante com fungos

dimorficos.
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi determinar os profmgunfectivos de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) em solos de quateas naturais com vegetacado de
restinga: duas arboreas (mata controle | e Il), arbastiva e uma herbacea e em trés
dunas mineradas e revegetadas ha dois, 10 e 22 mamd#oral da Paraiba. Para
avaliacdo do numero de glomerosporos e do numerns pravavel (NMP) de
propagulos infectivos de FMA, coletas de solo foraalizadas em julho e novembro
de 2010, e marco de 2011. A restinga praiana apmsemenor numero de
glomerosporos (49, 21 e 37 glomerosporos 50" retlo) em todos os periodos de
coleta. Por outro lado, no solo da duna recém etaeg foram encontrados os maiores
valores de propégulos infectivos de FMA, nos trégqalos de coleta (49, 240 e 49
propagulos ci solo). Os propagulos de FMA incluem glomerospohifas e raizes
colonizadas e a presenca desses propagulos noraenimeica que os FMA estéo
funcionalmente ativos contribuindo para a recu@atas dunas mineradas.

PALAVRAS-CHAVE: propagulos infectivos; Glomeromycota, glomerosporo

INTRODUCAO 1993), apresentam vegetacao que varia
desde herbacea a arborea com
As restingas sao ambientes costeiros e adaptacbes para suportar temperaturas
compreendem aproximadamente 80% elevadas, salinidade e seca. Essas areas
da costa brasileira (Lacerdet al, vém sofrendo pressbes antropicas



(Zamith & Scarano, 2006) que causam
prejuizo ao ambiente. O processo de
mineracdo € um dos principais fatores
de degradacdo ambiental, afetando a
vegetacdo, a fauna, a flora e a
comunidade microbiana do solo.

Os microrganismos do solo
desempenham importante papel na
ciclagem de nutrientes (Fillip, 2002)
sendo diretamente afetados pela
atividade mineradora. Dentre o0s
microrganismos presentes no solo,
encontram-se os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) que se destacam
pela simbiose mutualistica formada com
as raizes da maioria das espécies
vegetais. Nessa associacdo, a planta
fornece fotossintatos necessarios para o
crescimento e reproducdo do fungo, e
estes favorecem o crescimento da planta
por aumentar a area de absorcéo de agua
e nutrientes, conferindo  maior
tolerancia da planta a estresses bioticos
e abioticos (de Souz al, 2008).

Uma estratégia para minimizar o0s
efeitos da atividade mineradora € a
revegetacao, que visa a recuperagao das
areas atraves do plantio de mudas sobre
0 subsolo exposto da area minerada
(Caproniet al, 2003), no entanto, esse
processo de recuperagdo € lento
(Oliveira et al, 2009) Neste sentido, a
presenca de FMA no substrato de
producdo de mudas utilizadas em
programas de revegetacdo € importante,
pois algumas espécies vegetais sao
dependentes da micorrizagdo, e nesses
casos, a presenca dos FMA se torna
indispensavel para o sucesso do
estabelecimento das mudas em campo.
Devido a importante funcéao
desempenhada pelos FMA é essencial
avaliar a presenca desses simbiontes,
através dos seus propagulos infectivos,
nas areas em processo de recuperacgao.
Diante disso, 0 objetivo deste trabalho
foi determinar 0 numero de
glomerosporos e propagulos infectivos

dos fungos micorrizicos arbusculares
em é&reas de dunas naturais e
revegetadas apds  atividade de
mineracao no litoral da Paraiba.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O local de estudo compreende areas de
dunas de propriedade da empresa
Millennium Inorganic  Chemicals
Mining, a Cristal Company
Mineracéo-PB, localizada no Municipio
de Mataraca, Paraiba °gB'20"-
6°30'00"S, 3455'50"-34°57°10"W). O
clima é tropical chuvoso (tipo Am de
Kdppen), com periodo de seca curto
(quatro meses) e temperatura media
anual de 25,5C, variando de 23,7C,

em julho, a 26,8C em dezembro. Sete
areas foram estudadas: duas de mata de
restinga arbdrea preservada (mata | e
II), uma de restinga praiana, uma de
restinga arbustiva, dunas revegetadas
em 1989, 2001 e 2009.

Amostragem

Coletas foram realizadas em julho e
novembro de 2010 e marco de 2011,
periodos chuvoso e inicio e final do

periodo seco, respectivamente. Em cada
area foram determinadas quatro
parcelas, e em cada parcela foram
coletadas seis amostras simples para
compor uma amostra composta,

perfazendo quatro amostras/ area e 28
amostras por coleta, totalizando 84
amostras.

Quantificacdo dos glomerosporos
Glomerosporos foram extraidos do solo
via peneiramento umido (Gerdemann &
Nicolson, 1963) a partir de amostras de
50 mL de solo, seguido por
centrifugacdo em agua e sacarose a 50%
(Jenkins, 1964), sendo feita a contagem
direta em placa canaletada com auxilio
de estereomicroscopio.



Potencial de infectividade de FMA no
solo

Para esta analise amostras compostas de
solo de cada area foram diluidas nas
propor¢cdes de 0 (sem diluicdo), 1:10,
1:100 e 1:1000 (Feldmann & ldzack
1994) utilizando-se areia desinfestada
como diluente. Nesse substrato foram
colocadas sementes de milleq mays
L.), sendo utilizadas cinco repeticdes
para cada nivel de diluicdo. Apos 30
dias as raizes foram retiradas,
diafanizadas com KOH (10%), coradas
em azul de Trypan (0,05%) (Phillips &
Hayman, 1970) enantidasem glicerol
(50%). Em seguida foi avaliada a
presenca de colonizagdo micorrizica
com auxilio de estereomicroscopio.

Andlise estatistica

Os dados de namero de esporos foram
transformados por log (x+1),
submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste LSD a
5% de probabilidade (Statistica, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A area de restinga praiana apresentou
menor numero de glomerosporos no
periodo chuvoso (julho-2010) quando
comparado as demais &reas, néo
diferindo apenas da mata controle |
(Figura 1). A menor densidade de
glomerosporos pode estar relacionada as
condicbes limitantes dessa area,
principalmente pela proximidade do
mar, em que ocorrem fortes ventos,
maior incidéncia de luz, grande
movimentacg&o de areia e pouca retengao
de agua no solo (Truferat al, 1994;
Santoset al, 1995), podendo assim
afetar a abundancia de esporos no solo.
Resultados similares foram observados
em Santa Catarina por Cordoba al
(2001), que registraram  menor

esporulacdo em duna mais préxima ao
matr.

De modo geral, a area revegetada em
2001 apresentou 0 maior namero de
glomerosporos, no inicio e no final do
periodo seco, quando comparada as
demais éareas. A maior esporulacéo,
observada no periodo seco nessa area,
pode estar relacionada a menor
disponibilidade de &gua no solo, uma
vez que o0 aumento na producdo de
glomerosporos constitui estratégia de
sobrevivéncia em condicbes
estressantes, tais como o déficit hidrico.
O numero mais provavel (NMP) de
propagulos infectivos de FMA foi maior
na area de duna revegetada em 2009 em
todos os periodos de coleta (Tabela 1).
Essa analise indica a capacidade
infectiva do solo pela presenca de
propagulos viaveis de FMA, nao
apresentando relagdo direta com o
numero de esporos recuperados do solo
(Stirmer et al, 2010). Isso foi
comprovado pelo fato da érea
revegetada em 2009 néo ter apresentado
a maior quantidade de glomerosporos,
indicando que outros propagulos como
hifas e raizes colonizadas estavam
contribuindo para a infectividade dos
FMA.
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Figura 1. Namero deGlomerosporos em areas
de restinga arbérea (A e B), dunas revegetadas
em 1989 (C), 2001 (D) e 2009 (E), e restingas
arbustiva (F) e praiana (G) em julho e novembro
de 2010 e marco de 2011 (periodo chuvoso,
inicio e fim do periodo seco, respectivamente)
Barras seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste LSDp<0Q,05).

Tabela 1.Numero mais provavel (NMP) de propagulos infectidesFMA em éareas de
restinga arborea (A e B), dunas revegetadas em {©892001 (D) e 2009 (E),

restingas arbustiva (F) e praiana (G)

A B C D E F G
NMP (propagulos cni® solo)
Julho/2010 13,0 33,0 23,0 33,0 49,0 23,0 46,0
Novembro/2010 11,0 46,0 4.0 22.0 240.,0 23,0 34,0
Marco/2011 7,8 45 33,0 17,0 49,0 11,0 11,0
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RESUMO

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa dausaelo Mycobacterium
tuberculosis a qual é transmitida predominantemente pelas aéasas, esta acomete
principalmente os pulmdes, mas pode atingir outiagos e tecidos. A presente
pesquisa teve como obijetivo realizar uma prospedgaaasos confirmados notificados
de tuberculose no Estado de Pernambuco em 2010adxs utilizados neste estudo
foram obtidos a partir de levantamento bibliogm@fie consultas ao Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo — SINAN do idiério da Saude referentes ao
ano de 2010. Conforme dados SINAN, foram regissdd048 casos de tuberculose no
ano de 2010 no Estado de Pernambuco. Sendo 4.385) (Be casos na forma
pulmonar, 527 (11%) de casos na forma extra-pulmend66 (3%) de casos na
apresentando ambas as formas pulmonar e extra-paim&om os resultados obtidos
podemos concluir que a forma pulmonar da tubereubogprevalente no Estado de
Pernambuco. O sexo masculino é o mais afetadaémfotmas clinicas da tuberculose.
A faixa etaria mais prevalente é de 20 a 39 anddatke.

Palavras-chave:Prospeccéo; Tuberculose; Pernambuco.

INTRODUCAO vias aéreas, e acomete principalmente
0s pulmdes, mas pode atingir outros

A tuberculose € uma doenca infecto- o6rgdos e tecidos (MOREIRA et al.,

contagiosa causada pdWtycobacterium 2004).

tuberculosisou bacilo de Koch, a qual €

transmitida predominantemente pelas



Acreditava-se que o0 controle dessa
endemia poderia ser obtido com o
diagnostico e tratamento da maioria dos
casos, epidemiologicamente previstos
para determinada area, contudo, a
situacao atual da tuberculose demonstra
que essa meta nao foi alcancada
(KRITSKI et al., 2000).

O quadro epidemiologico é agravado
pela alta mortalidade, decorrente da

tuberculose nas nacoes em
desenvolvimento. No Estado de
Pernambuco, foi registrada uma

mortalidade de 5% dos casos novos
notificados, em 2004 (RECIFE, 2006).
Para infeccdo, em um dado organismo,
requer alguns fatores intrinsecos e
extrinsecos e cujo conjunto estrutura a
sua suscetibilidade e gravidade. Esta,
portanto, associada ao desemprego e ao
subemprego, baixo grau de
escolaridade, alimentacdo deficiente e
insuficiente, habitacdo insalubre e a
outros fatores associados a pobreza,
constituindo-se uma enfermidade de
condicionamentos sociais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

O contagio, quase sempre esta
relacionado a proximidade com o
doente em casa, ocorrendo também em
ambientes fechados como no local de
trabalho, salas e espacos refrigerados
(MOREIRA et al., 2004).

A tuberculose é historicamente um
importante problema de saude publica
no mundo. Considerando a estratégia
global de reducdo da morbidade e
mortalidade  por tuberculose, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
estabeleceu como metas para seu
controle a detecgéo de 70% de todos os
casos novos baciliferos, com 85% de
sucesso de tratamento (WHO 2005).
Segundo as estimativas atuais da OMS,
ocorrem 110 mil casos novos anuais de
tuberculose no Brasil, ou seja, uma taxa
de incidéncia de 62 por 100 mil
habitantes, situando o Pais na 152

posicdo entre os 22 paises mais afetados
pela doenca (WHO, 2005).

A distancia deste nuamero para o
estimado pela OMS é enorme, e mesmo
considerando-se a deficiéncia
diagnostica e a sub-notificagcdo, fica
dificil acreditar que se tenha de 20 a 30
mil casos desconhecidos a cada ano.
Sabe-se, pela auséncia de um modelo
preciso, da dificuldade de estimar-se
corretamente o niumero de casos, 0 que
leva a uma reflexdo sobre essas
estimativas para que ndo se venha a
recair em equivocos de planejamento e
em frustragbes quanto ao cumprimento
de metas (HIJJAR et al., 2001).

Se o0 controle da tuberculose néo se
efetivar de forma satisfatéria e, diante
da auséncia de inovacOes terapéuticas e
profildticas, seremos obrigados a
conviver com as estimativas do Banco
Mundial - em 2020 a tuberculose
contribuira com 55% das mortes
observadas em adultos nos paises em
desenvolvimento (HIJJAR et al., 2001).
Em 1995 cerca de 1/3 dos 15 milhdes de
individuos infectados pelo HIV no
mundo estavam co-infectados pd¥b
tuberculosis Setenta por cento dos
individuos co-infectados viviam na
Africa, 20% na Asia e 8% na América
Latina. A infeccao pelo HIV aumenta a
suscetibilidade a infeccdo peld/.
tuberculosis Em um individuo
infectado peloM. tuberculosis o HIV
passa a ser um importante co-fator na
progressdo da tuberculose infecgéo para
doenca. A notificacdo de casos de
tuberculose tem aumentado em
populacdes onde a co-infeccdo HIV e
M. tuberculosist freqliientédHARRIES,
1998).

O contagio indireto pelo manuseio de
material contaminado e animais pode
existir, entretanto, & excepcional. E
através da tosse, pela eliminacdo das
goticulas de Flugge, que o contagio se
da no individuo séo. A porta de entrada



mais frequente em cerca de 90% dos
casos € a via respiratoria. Por essa
razao, a tuberculose pulmonar é a forma
dominante. Outras vias, entretanto, sao
possiveis, como a digestiva, cutanea,
tonsiliana, ocular e outras que possam
ter contato direto com o0 agente
agressor. Pode ser classificada em
quatro formas: tuberculose pulmonar,
tuberculose primaria, tuberculose de
reativacao e tuberculose extrapulmonar
(ANTUNES et al., 2001).

De acordo com o acometimento, a
localizagdo extrapulmonar pode ser
classificada em primaria, através da
infecgé@o bacteriana diretamente sobre o
orgao, ou secundaria, que ocorre atraves
da disseminacdo do foco pulmonar
(GARCIA et al., 2004).

A medicacdo anti-tuberculose é a
mesma para as formas pulmonares e
extrapulmonares variando apenas o
tempo de tratamen@vaoan et a, 1995)
Estima-se que no mundo existam cerca
de oito milhdes de novos casos de
tuberculose e cerca de dois milhGes de
mortes por ano. Na maior parte dos
paises em  desenvolvimento, a
tuberculose é um importante problema
de saude publica, abarcando 80% dos
casos mundiais da doenga. No Brasil,
estima-se que cerca 50 milhGes de
pessoas estejam infectadas pelo bacilo
da tuberculose. Anualmente, sé&o
notificados aproximadamente 80 mil
casos novos e 4,5 mil mortes em
decorréncia da doencal. Na regido
Nordeste, no ano de 2007, a taxa de
incidéncia da tuberculose pulmonar foi
de 39,45 para cada 100 mil habitantes.
Em Pernambuco, no mesmo periodo,
foram notificados e confirmados 4046
casos de tuberculose pulmonar, dos
quais 1804 apresentavam-se em Recife
(MOTA, et al., 2010).

No Brasil, a tuberculose é a terceira
infecgéo oportunista mais freqiiente no
momento do diagnéstico de casos de

AIDS. Em 1984, esta associacdo
correspondia a 13,3% dos casos de
AIDS, em julho de 1993, a associacao
elevou-se para 18,9%. Havia uma
projecdo do Ministério da Saude de que
no periodo de 1993 a 1995, apareceriam
87.000 casos novos de AIDS, dos quais
20 a 40% poderiam desenvolver
tuberculoséKUSANO, 1996).

A presente pesquisa teve como objetivo
realizar uma prospeccdo dos casos
confirmados notificados pelo Sistema
de Informacdo de Agravos de
Notificacdo — SINAN do Ministério da
Saude em relacdo a tuberculose no
Estado de Pernambuco em 2010.

MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados neste estudo foram
obtidos a partir de levantamento
bibliografico e consultas ao Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacao
— SINAN do Ministério da Saude
referentes ao ano de 2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme dados SINAN, foram
registrados 5.048 casos de tuberculose
no ano de 2010 no Estado de
Pernambuco.

Sendo 4.355 (86%) de casos na forma
pulmonar, 527 (11%) de casos na forma
extrapulmonar e 166 (3%) de casos na
apresentando ambas as formas
pulmonares e extrapulmonares.

A distribuicdo em relagdo ao sexo na
forma pulmonar da tuberculose mostrou
que dos 4.355 casos, 3.049 (70%)
pertenciam ao sexo masculino e 1.306
(30%) pertenciam ao sexo feminino.

Na forma extrapulmonar da tuberculose,
dos 527 casos, 307 (58%) pertenciam ao
sexo masculino e 220 (42%) pertenciam
ao sexo feminino.



Em nos 166 casos de tuberculose com
ambas as formas pulmonar e
extrapulmonar, verificou-se que 116
(70%) pertenciam ao sexo masculino e
50 (30%) pertenciam ao sexo feminino.
Dos 4.355 casos confirmados de
tuberculose na forma pulmonar, 408
(9%) apresentaram sorologia positiva
para HIV. Nos 527 casos de tuberculose
na forma extrapulmonar, 83 (16%)
apresentaram sorologia positiva para
HIV. E nos 166 casos com ambas as
formas da tuberculose, 64 (39%)
apresentaram sorologia positiva para
HIV.

Em relacdo a situacdo de encerramento
do quadro clinico na tuberculose
pulmonar a cura foi observada em 1.020
casos, 0 abandono em 236 casos, O
Obito por tuberculose em 99 casos, 6bito
por outras causas em 96 casos,
transferéncia de local de tratamento em
539 casos. Os outros casos foram
enquadrados em branco ou sem
preenchimento.

Na forma extrapulmonar da tuberculose
a cura foi observada em 106 casos, o
abandono em 15 casos, o0 O6bito por
tuberculose em cinco casos, 6bito por
outras causas em 15 casos, transferéncia
de local de tratamento em 56 casos. Os
outros casos foram enquadrados em
branco ou sem preenchimento.

Nos casos com ambas as formas da
tuberculose a cura foi observada em 19
casos, 0 abandono em dois casos, O
Obito por tuberculose em trés casos,
Obito por outras causas em oito casos,
transferéncia de local de tratamento em
27 casos. Os outros casos foram
enquadrados em branco ou sem
preenchimento.

Em relacdo a faixa etéaria foi observado
gue 8% dos casos se encontram na faixa
etaria dos < 1 a 19 anos, cerca de 46%
entre os 20 a 39 anos, 34% entre os 40 a
59 anos e 11% entre os 60 a 79 anos e
1% acima de 80 anos.

Frente a gravidade da situacdo mundial
e a permanéncia, em nivel preocupante,
da epidemia de tuberculose em nosso
meio, o0 pais, desde muito, vem
sistematicamente tomando apropriadas
iniciativas para combater a doenca.
Basta referir que desde meados da
década de 60, o Ministério da Saude
padronizou e passou a distribuir,
gratuitamente, em nivel nacional, as
drogas que integravam o0s esquemas
terapéuticos de maior eficacia daquela

época.
No final dos anos setenta com o0s
avancos da guimioterapia da

tuberculose o Brasil substituiu os
antigos esquemas prolongados pelos
novos de curta duragcdo que incluiam
rifampicina, isoniazida e pirazinamida,
0S quais, como 0s anteriores, sdo até 0s
dias de hoje, também distribuidos
gratuitamente (PERNAMBUCO, 2011).
Na Cidade do Recife (PE), em 2002, o
coeficiente de incidéncia de tuberculose
foi de 104 por 100.000 habitantes para a
populacdo geral e de 135 por 100.000
habitantes para a populacdo geriatrica.
No Brasil, neste mesmo periodo, a
referida incidéncia foi de 45 por
100.000 habitantes e 69 por 100.000
habitantes respectivamente, denotando
assim a alta incidéncia da doenca na
Cidade do Recife em relacdo a
populacdo brasileira como um todo, e
também a maior incidéncia na
populacdo geriatrica em relacdo a
populacdo geral (PERNAMBUCO,
2011).

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos podemos
concluir que a forma pulmonar da
tuberculose € prevalente no Estado de
Pernambuco. O sexo masculino é o
mais afetado nas trés formas clinicas da
tuberculose. A faixa etaria mais

prevalente é de 20 a 39 anos de idade.
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RESUMO

A salinidade afeta negativamente o crescimentadesenvolvimento das plantas, com
efeitos variando intrinsecamente de acordo conpéces vegetal. Um dos mecanismos
responsivos ao acumulo de sédio é a excluséo espela via SOS. O presente estudo
objetivou catalogar sequéncias ortblogas aos ggueicipantes desta via em

Arabidopsis

thaliana no genoma expresso da mamona,

caracterizando-as

estruturalmente. Utilizando sequéncias proteicaS@81, SOS2 e SOS3 Aethaliana
como sonda, realizou-se uma busca via tBLASTn possipeis ortdlogos no
transcriptoma da mamona, montado a partir de daquie sequéncias expressas (ESTs
— Expressed Sequence Tadg3s candidatos obtidos foram entdo confrontadosra o
banco de proteinas nao redundantes do NCBI, atrdaéferramenta BLASTX. Os
transcritos foram traduzidos com o auxilio do panga ORF-finder em seus respectivos
frames de leitura, sendo entdo submetidos a um BpAStilizado para identificar
proteinas similares com funcdo conhecida, pogsibdo assim, uma avaliagdo da
presenca e integridade dos dominios. Para tagésodtados indicaram a presenca de um,
oito e trés candidatos a SOS1, SOS2 e SOS3 respuetite, ap0s a caracterizacao
detalhada de seus dominios, motivos, assinatigagl&ncias consenso.

Bioinformatica; Salinidade; Transcriptbmica; Mamona

INTRODUCAO

A mamona Ricinus communisL.,
Euphorbiaceae) pode ser encontrada em
guase todas as regides intertropicais do
planeta, devido a sua facilidade de
adaptacao a diferentes condi¢des edafo-
climaticas. No Brasil, esta planta pode
ser encontrada em praticamente todas as
regides, inclusive na regido nordeste,
onde h& mais de 4,5 milhdes de hectares
de solos com aptiddo para a sua
exploracdo econdmica (Brasil, 1985).

A mamona desponta como uma cultura
de grande potencial no cenario nacional,
com produtividade satisfatéria, mesmo

sob condicbes de baixa precipitacao
pluvial, despontando como alternativa

para o semiarido brasileiro, onde a

cultura, mesmo com a produtividade

afetada, tem se mostrado resistente ao
clima adverso quando se comparam
suas perdas com as de outras culturas,
surgindo como uma das poucas

alternativas de trabalho e renda para o
agricultor (Vieira & Lima, 2007).

Sob as condi¢des climaticas presentes
nas regibes aridas e semi-aridas do
nordeste, o aumento do teor de sais
soltveis no solo é um processo natural,



pois o déficit de precipitacdo em relacao
a evapotranspiragcdo aumenta a
concentracdo de sais nhas camadas
superficiais do solo; neste processo, o
uso da irrigacao implica
necessariamente na  incorporacao
gradativa de sais no solo, sobretudo nas
camadas de atividade radicular, com
reflexos depressivos sobre o]
crescimento e desenvolvimento das
culturas (Yeo, 1999). A salinizacédo dos
solos afeta até 20% das terras agricolas
irrigadas em todo o mundo, assim como
regides desérticas (Yamaguchi &
Blumwald, 2005). A manutencdo de
terras agriculturdveis serd o grande
desafio da humanidade, ja para um
futuro préximo, dadas as previsdes de
mudancas climaticas, crescimento
populacional e maior demanda por uma
agricultura mais intensiva (Yeo, 1999).
No nordeste brasileiro a é&rea de
insuficiéncia hidrica abrange uma
superficie de 150 milhdes de hectares,
onde a maioria dos perimetros de
irrigacédo apresenta solos com alto teor
de salinidade, provocando desde a
diminuicdo nos rendimentos das
culturas até o abandono das areas
exploradas. Em Pernambuco, cerca de
20% da area total dos perimetros
irrigados encontra-se com problemas de
salinidade (Barrost al., 2004).

A alta concentracdo de sais € um fator
estressante, pois reduz o potencial
osmotico, proporcionando a acdo de
diversos ions no protoplasma. A agua é
osmoticamente retida na solucéo salina,
de forma que o0 aumento da
concentracdo de sais a torna cada vez
menos disponivel para as plantas
(Ribeiro et al, 2001). Assim, com o
aumento da salinidade ocorre uma
diminuicdo do potencial osmotico do
solo, dificultando a absorcdo de &agua
pelas raizes (Amorimet al, 2002;
Lopes e Macedo, 2008).

A via SOS Galt Overly Sensitiye
constitui um dos  mecanismos
fundamentais nas respostas vegetais
frente aos efeitos causados pelo estresse
salino (Zhu, 2000, 2002). Esta via €
composta por trés genes principais, 0
SOS]1 o qual codifica um trocador
antiporte de NaH" que fica localizado
na membrana plasmatica e desempenha
um papel critico na extrusdo de sodio e
no controle do transporte deste ion (Shi
et al, 2000; 2002) SOS2codifica uma
Ser/Thr quinase (Liuet al, 2000)
enquanto ;OS3codifica uma proteina
gue possui regibes de ligacdo e
sinalizacdo de C4 funcionando como
um sensor para a tolerancia ao sal.

Em decorréncia do estresse salino, ha
um aumento transitorio na quantidade
de C4" que é detectado pela proteina
SOS3, que por sua vez interage com a
proteina SOS2ativando-a (Halfteret

al.,, 2000). O complexo ativo SOS2/
SOS3 fosforila e ativa a proteina SOS1
gue expulsa o sodio e incorpora o
hidrogénio a célula. O presente estudo
pretende verificar a presenca e
diversidade de membros desta viaRm
communisatravés de uma abordagém
silico.

MATERIAL E METODOS

A metodologia de andlise seguiu
Soares-Cavalcanti et al  (2004).
Sequéncias proteicas completas de
SOS1(NP_178307)SOS2(NP_198391.1) e
SOS3 (NP_197815.1) deA. thaliana
foram obtidas em formato fasta no
banco de dados do NCBI, sendo
confrontadas contra o banco de
sequéncias d&®. communigdisponivel
no website JCVI (John Craig Venter
Institute - http://www.jcvi.org) com o
auxilio da ferramenta tBlastN (Altschul
et al., 1990), usando-se um ponto de
corte e-valug igual ou menor que™e
As sequéncias obtidas foram entéo



submetidas a um alinhamento contra o
banco nr-protein do NCBI através da
ferramenta BlastX, anotando-se
parametros referentes as sequencias
(nimero de acesso, descricdo da
proteina, local de expressédo, e-value,
score, identidade, positividade e o
guadro de leitura). Os transcritos foram
traduzidos com o auxilio do programa
ORF-finder, sendo as proteinas preditas
submetidas a um BlastP (Altschul et al.,

1997) para identificar proteinas
similares com funcdo conhecida,
possibilitando uma avaliacdo da

presenca e da integridade de dominios
conservados por meio do algoritmo
rpsBlast integrado a ferramenta BlastP.
Para as ferramentas BlastP e rpsBlast
foi utilizada a configuracéo default, com
a matriz de alinhamento BLOSUM e o
filtro de sequéncias repetitivas ativo,
objetivando a identificacdo dos genes
codificadores dos transcritos. A seguir,
as sequéncias de nucleotideos dos
transcritos foram alinhadas contra o
genoma através da ferramenta BLASTNn,
também com a matriz de alinhamento
BLOSUM e o filtro de sequéncias
repetitivas ativo, sendo anotadas as
informacBes do melhor alinhamento e
da respectiva sequéncia de aminoacidos.
As sequéncias peptidicas foram
submetidas a ferramentalview para a
verificacdo e anotacdo da estrutura e
posi¢do dos residuos conservados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no transcriptoma
da mamona indicaram a presenca de
oito candidatos a genes que codificam
trocadores de Na+/H+SQSJ), dentro

dos parametros pré-estabelecidos. Na
caracterizacao destas sequéncias
(Tabela 1), através das ferramentas
BlastX, ORFfinder e BlastP, foi

possivel observar que todos o0s
candidatos apresentaram alta similarida-

de com transportadores de Na+/H+ de
R. communisNa analise dos dominios
conservados, obtida a partir da traducéo
dos clusters detectou-se a presenca do
dominio Na Hex, caracteristico dos
trocadores de sodio e hidrogénio, em
sua maioria completamente integros.
Contudo, apenas uma sequéncia
(RC1 SOS1) pareceu  corresponder
especificamente ao gene em questéo,
por conter as 12 assinaturas trans-
membrana descritas para o grupo, além
do dominio caracteristico (Shi et al., 2000;
Serrano & Rodriguez-Navarro, 2001).
Soares-Cavalcantgt al. (2004) encon-
traram a mesma quantidade de membros
de SOSlem cana-de-acucar. Por outro
lado, Cavalcanti-Lira & Benko-Iseppon
(2009) ndo encontraram representantes
expressos em soja. Especula-se que o
gene SOS1ndo estava sendo regulado
sob as condicbes em que foram
confeccionadas as bibliotecas de EST
na soja. Uma avaliagdo mais elaborada
das sequéncias de soja mostrou que
nenhum dos clusters apresentava a
cauda C-terminal caracteristica da
proteina SOS1 deA. thaliana (Zhu,
2000), a qual parece ser exclusiva desta
espécie, nao tendo sido identificada em
nenhum outro organismo. Nas buscas
aos candidatos ao gen80S2 em
mamona foi evidenciada previamente a
presenca de 387 representantes com alta
similaridade ao geneSOS2 de A.
thaliana considerando-se uout-offde e

No entanto, apdés a analise dos
alinhamentos reciprocos e reversos
contra o NCBI foi averiguado que
apenas dez clusters pertenciam a
categoria  serina/treonina  quinases,
apresentando o dominio Pkc_like/NAF.
Com relagdo aos candidatos que
apresentavam o dominio completo, apos
foi caracterizacdo dos motivos e da
sequéncia consenso FISL (Figura 1)
observou-se que apenas oito clusters
eram de fato ortdlogos a sequéncia-



sonda (Tabela 1). Em contrapartida aos
resultados obtidos para &0S] as
analises dos candidat8©S2revelaram
oito possiveis ortélogos em mamona,
quantidade bem similar a observada em
estudos anteriores (Soares-Cavalcanti
al. 2004; Cavalcanti-Lira & Benko-
Iseppon 2009), observando-se ao todo
oito sequéncias apresentando todos os

elementos estruturais e regulatorios
procurados (dominio S_TK, motivos alca
catalitica, alca de ativacdo, regidao de
ligacdo ao ATP, regido de ligacdo ao
substrato e sequéncia consenso FISL),
indispensaveis para a funcionalidade
das proteinas (Sanchez-Barresiaal,
2007).

Tabela 1 Sequéncias candidatas que apresentaram alinhasignificante com os gen&0OS1S0S2%e
SOS3 incluindo nome do cluster, tipo de dominio encaxhd e informacdes dobre os melhores
alinhamentos apés BlastP (acesso, e-value, escdesazicdo da proteina). Abreviacdes: RCX_SOS1,
cédigo atribuido aos clusters candidatos a SOSR.deommunisRCX_S0S2, cédigo atribuido aos
clusters candidatos a SOS2 He communisRCX_SOS3, codigo atribuido aos clusters candgato

SOS3 de&r. communisNa_Hex,sodium/hydrogen exchangg&_TK,Serine Threonine Kinase

Cluster Dominio Acesso e-value  Escore Descricdo

RC1_SOS1* Na Hex EEF40533.1 0 2356 Na_Hex plaonygwel

RC1 S0OS2| S _TKc EEF40081.1 O 956 CBL-interactingk, provavel
RC2_S0OS2 | S TKc EEF28408.1 O 789 CBL-interactingkg:, provavel
RC3_S0S2| S _TKc EEF46883.1 0 806 CBL-interactingk, provavel
RC4 _S0OS2| S _TKc EEF44648.1 0 816 CBL-interactingk, provavel
RC5 S0OS2 | S TKc EEF41553.1 O 797 CBL-interactingkg:, provavel
RC6_S0OS2 | S TKc EEF28664.1 O 745 CBL-interactingkg:, provavel
RC7_S0S2| S_TKc EEF35051.1 O 868 CBL-interactingk, provavel
RC8 S0OS2| S _TKc EEF27838.1 0 910 CBL-interactingk, provavel
RC1_SOS3| Efh EEF39061.1 2,06€ 435 calcineurin B, provavel
RC2_S0S3| Efh EEF30215.1 2,086 455 calcineurin B, provavel
RC3_S0S3| Efh EEF37361.1 2,06 458 calcineurin B, provavel

Além disso, o0 alinhamento comparativo
dos motivos FISL deA. thaliana
(incluindo a seed sequenge M.
truncatulg Populus trichocarpae R.
communis apontaram para uma
conservacdo da regido correspondente
ao residuo NAFRXXIXXSXXXXL, que
segundo Guo et al. (2001) ¢é
caracteristicamente invariavel. No que
concerne ao gen80OS3 os resultados
obtidos nas buscas por sequéncias
homologas revelou a presenca de 19
candidatos em mamona, fato sustentado
pelos resultados comparativos com o0s
dados disponiveis no NCBI, onde as
sequéncias apresentaram alta
similaridade com ligadores de calcio.
No entanto, tais resultados néo foram

confirmados  pelas analises da
presenca/integridade dos dominios e
conservagdo da assinatura para N-
miristoilacdo (Figura 2), onde, dos 18
clusters inicialmente obtidos, apenas
trés foram caracterizados como
possiveis ortdlogos adcOS3 de A.
thaliana(Tabela 1).

Apesar da maioria dos clusters
apresentar alto grau de identidade com
proteinas ligantes de célcio, apenas trés
sequéncias foram identificadas como,
de fato, ortélogas aBOS3uma vez que
apresentavam o dominio EF-hand e a
assinatura para N-miristoilacdo, fungao
essencial a esta proteina. Estes niumeros
sao similares aos observados em soja,
onde se especula sobre a presenca de



duas copias funcionais de0S3,dado
semelhante ao observado por Ishitani
al. (2000). No alinhamento maultiplo
com as proteinas ddA. thaliang P.
trichocarpg M. truncatula e R.
communis a sequéncia de assinatura

RCI FOS2303-318 SGLDL
ATT_S052308-321 SGLDL
RCT_SQ527394-327 SGFDL
PTE_SOS27306-3189 SGY DL
AT 5052311-324 F&GF ML
RCE_ FO52338-349 FEGF DL
TS 50527355368 QGFDL
RS 50527329342 K F DL
PTI_S0527323-336 KG&GF DL
RCE 505 2281-294 SGFDL
PTE_SOS2316-329 AGFDL
RCH_SEQ5X317-330 SGFHNL
AT 5052328341 AGFDL
ATE_S0O52315-328 TGFGL
PTd _5052394-327 AGFDL
PT7_S0OS2302-315 AGFDL
T3 SQ5H257-270 SGF ML
FPTZ2 SF052°308-321 QGF DL
FPT3_S052°308-321 QGFDL
RCE FO523033Me EGF DL
ATI_S0527316-329 EGFDL
ATZ2 5052316329 EGF DL
RCE 505 2318331 SGFDL
T2 5Q52300-313 SGFDL
AT3 5052313326 SGFDL
MTE_S0527310-323 HGF DL
MTE 5Q52310-323 H&GF DL
T2 S052298-311 QG LML
MTY_3 S05_ 2108121 QG LML
MT1_SOS2:311-324 aGlL ML

oGL ML

Conservation I - -
5 Ta 1 75

Cluality I . .

Consensus

NAFDIISLSSGFDL

Figura 1. Alinhamento das sequéncias
correspondentes ao motivo FISL integrante da
proteina SOS2 em ATA(abidopsis thaliang MT
(Medicago truncatulp PT Populus trichocarppe

RC Ricinus commurnjis evidenciando a sequéncia
consenso  NAFXXIXXSXXXXL, além de uma
representacdo grafica da conservacdo dos sitios
(Conservatioly onde “1” = menos conservado e “*"

= Altamente conservado; bem como da qualidade
(Quiality) do alinhamento, apresentando-se também
uma sequéncia consenso geral da re@iéngensys

Em destaque, na base do alinhamento, a sequéncia-
sondageed sequenpdeA. thaliana

para N-miristoilacdo (Figura 2) foi
localizada na porgcao 5’, exatamente nos
sete primeiros aminoacidos,
apresentando os residuos M, G, e S
caracteristicamente bem conservados
(sitios 1, 2, e 6, respectivamente).

MT1-3_SOS531-8 MGCF CET
MT1_S5053/1-8 MG CF CST
PT1_S053/1-7 MG C v LS|

E-E-E" - [
AT1_5053/1-8 MG CF HS K
PTZ_S50531-8 MG CF S8
MT2_S5053/1-7 MG C S S 8K
RC1_S5053/1-7 MG C C oG8 K
MT3_S50531-T MG C HG 8
RGC2_S50531-T MG T C T8
RC3 505317 MG L C S8l

Conservation

Duality

Consensus

ME CF S S K
Figura 2. Assinatura para N-miristoilacdo
(MGXXXSTI/K), essencial para a funcionalidade da
proteina SOS3. Em colorido a conservacdo de
residuos entre os diferentes organismos estudados e
as sequéncias de mamona, além de uma
representacdo grafica da conservacdo dos sitios
(Conservatioly onde 1- menos conservado e *=
Altamente conservado, bem como da qualidade do
alinhamento Quality) e de uma sequéncia consenso
geral da regiadgonsensysEm destaque, na base do
alinhamento, a sequéncia-sondaefl sequencele

A. thaliana

CONCLUSAO
A mamona apresenta em seu
transcriptoma  sequéncias  bastante

similares as previamente descritas para
dois membros que integram a via SOS,
incluindo os dominios conservados,
motivos, sequéncias consenso e
assinaturas, essenciais para sua
funcionalidade. O genoma deR.
communisparece possuir uma via SOS



funcional, similar a dé\. thalianae de com funcéo idéntica ao procurado, e em
Saccharum officinarum organismos muito préximos a este, 0
Os clusters d&®. communignostraram- gue garante a confiabilidade das
se mais similares a sequéncias de genes sequéncias para buscas neste grupo.
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RESUMO

A protecdo de animais na Regido Metropolitana doifRé¢em ganhado relevancia tanto

pelas conquistas no ambito politico quanto

na siieacdo dos epacos de debate e das

praticas referentes a protecédo. Existem, poréntgsodados a respeito desses ativistas e suas
acOes. Diante disso, este trabalho tem como objétacar um panorama da protecédo de
animais na Regidao Metropolitana do Recife, e pamto, foram aplicados questionarios com
98 protetores, a partir dos quais € possivel tragaperfil geral detes atoes e de suas formas
de atuacdo, bem como a diversidade interna e osipais desafios enfrentados por tal
movimento. E possivel perceber, assim, a existédeiarelacdes entre esse ativismo e
discussBes mais gerais da defesa dos animais, comegetarianismo. Além disso, nota-se
uma tensédo entre o atendimento de demandas emiaigen@ mobiliacdo politica em torno

da causa.

Palavras-chave: Ativismo; Defesa dos animais; Pailits publicas

INTRODUCAO

Campanhas, protestos e reivindicagoes
relacionadas a protecdo dos animais de
companhia tém ganhado espaco frequente
nas redes sociais, grande midia e, aos
poucos, tornado-se parte da pauta de
politicos e académicos. Mais que uma

guestdo ética ou de solidariedade, a

protecdo de animais de companhia reune
uma série de ac¢bes fundamentais de saude
publica, visto que controle populacional de

gatos e cées e prevencdo ao abandono de
animais nas ruas sdo as formas mais

eficazes de prevenir as zoonoses,
recomendadas desde 1992 pela
Organizacéao Mundial da Saude

(SANTANA et als/d). Nesse sentido,
compreender quem sdo0 e como agem 0S
protetores de animais da Regido
Metropolitana do Recife torna-se de
fundamental importancia para construir um
dialogo efetivo entre 0 meio académico, 0s
protetores e a politica.

Apesar de sua importancia, a causa animal
ainda é uma tematica periférica no

ambiente académico brasileiro,

configurando-se assim num debate ainda
pouco amadurecido e com informacao
bibliograficas escassas. Deste modo, dentre
outras coisas, faz parte dos objetivos deste
trabalho tracar um panorama dos protetores
de animais da Regido Metropolitana do
Recife, dando visibilidade a discusséo
sobre uma atividade ainda pouco

conhecida que tem como um dos seus
desafios a busca de legitimidade nos mais
diversos espacos sociais. Nesse perfil,
foram buscadas, entre outras, variaveis,
idade, sexo, renda, consumo de carne e
pricipais atividades realizadas na protecao
de animais.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento deste artigo,
realizamos dois procedimentos:
inicialmente, entre marco e junho de 2011,



fizemos uma pesquisa bibliografica sobre
0s temas da defesa dos animais e da
protecdo de animais, com a finalidade de
construir um panorama inicial, visto que ha
pouca producdo académica a respeito no
Brasil. Nesse sentido, foram acessados
autores fundamentais para a discussao,
como Singer (2008), Regan & Mason
(2004), assim como autores brasileiros,
como Santana & Oliveira (2006) e Felipe
(2008). Em seguida, realizamos uma
pesquisa tipessurvey,com a aplicacdo de
98 questionarios com participantes da rede
de protecdo de animais da Regido
Metropolitana do Recife Os questionarios
foram aplicados com membros de grupos
organizados de protecédo animal (54,1% da
amostra) e com os chamamos “protetores
independentes” (45,9% da amostra), que
afrmam néo participar de grupos ou
organizacdes formais ligadas a causa.

Visto que a maior parte dos protetores nao
realiza suas atividades de protecdo em
espacos fixos e sdo poucas as atividades
que reunem uma quantidade consideravel
deles em um mesmo local, houve uma
dificuldade inicial de acesso presencial aos
informantes. Dessa maneira, uma das
estretégias encontradas para garantir a
pesquisa foi a aplicacdo de questionérios
por telefone. A amostra comecou de forma
acidental, a partir de contatos prévios, e
seguiu-se com o método bola de neve, com
cada informante indicando mais dois
protetores para participar da pesquisa.
Tendo em vista a populacédo flutuante de
protetores, a dificuldade de acesso aos
informantes e tempo estipulado para a
construcdo de dados, optamos por um
meétodo nédo-probabilistico de amostragem,
utilizado, em geral, quanto a amostragem

1 A pesquisa foi realizada por Amaro Xavier Braga
junior, Arthemisia Ferreira Paulo Santiago, Gilbeda
Motta e Silva Netto e Maria Helena Costa Carvalho de
Ara(jo Lima, alunos regulares do curso de doutoerdo
sociologia do Programa de P6s-Graduagdo em Soiolog
(PPGS) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
como exercicio final da disciplina Métodos Avancade
Pesquisa Quantitativa, ministrada pelo Prof. DrséJo
Carlos Vieira Wanderley. A aplicacdo dos questiasari
foi realizada entre maio de 2011 a julho de 2011

probabilistica seria muito e/ou quando a

representatividade exata ndo € necessaria
(BABBIE, 2003; LEVIN & FOX, 2004Y.

Se o0 numero de 98 questionarios aplicados
impossibilitam a generalizacdo para toda

populacdo de protetores, os dados sao
passiveis de tratamentos estatisticos e tém
uma grande utilidade para um estudo

exploratorio, bem como para apontar

possiveis  caminhos para  estudos

posteriores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os protetores desenvolvem as mais
variadas estratégias de atuacdo. Tanto no
guestionario guanto em nossos registros de
campo, foi possivel identificar uma gama
de atividades desenvolvidas, entre as quais
as mais citadas foram: esterilizacdo de
animais, eventos e campanhas de adogéo,
recolhimento e lar temporario para animais
em situagéo de risco, alimentagao de gatos
e/lou caes na rua, auxilio a abrigos e
angariacdo de recursos. Todas essas
atividades sdo custeadas com doac0es, seja
por parte dos proprios protetores, seja por
parte de apoiadores da causa. O item
“gasto médio de seu dinheiro por més”
informa que 95,9% dos protetores utilizam

recursos  financeiros  préprios  nas
atividades desenvolvidas.

Perfil Geral

A protecdo animal na Regido

Metropolitana do Recife € uma atividade
eminentemente feminina: em nossa
amostra as mulheres somam 78,6% do
total, enquanto os homens representam
21,4%. A idade dos informantes variou
entre 18 e 69 anos, com uma distribuicao
bastante regular por faixa etaria, nao

2 Os problemas centrais que encontramos foram: mazo
entrega do relatorio final da pesquisa, dispormiade de
tempo, capacidade de locomocdo dos pesquisadores,
disponibilidade de tempo dos entrevistados. Cabe
lembrar, por outro lado, que os protetores, de wdan
geral, foram extremamente solicitos a participagao
pesquisa.



apresentando concentracdo em nenhum dos
grupos. 21,4 % tém entre 18 e 27 anos,
19,4% tém de 28 a 36 anos, 19,4% de 37 a
45 anos, 19,4% de 46 a 54 anos e, por fim,
20,4% estdo acima dos 55 anos. Né&o ha,
portanto, um perfil de idade predominante
entre os protetores.

Um importante aspecto € o importante
papel que a internet possui na atividade de
protecdo. 76,3% dos pesquisados afirmam
utilizar a internet para repassar mensagens
de e-mail relacionadas a causa (eventos,
animais disponiveis para adocéo, pedidos
de ajuda, etc), 75% a utilizam para obter
informacbes e 51,3% fazem campanhas
relacionadas ao assunto em redes sociais
(Facebook, Orkut, etc.).

No tocante a renda familiar dos

respondentes, encontramos grande
amplitude nos valores, indo de um salario
minimo a 16 mil reais. Apesar disso,

encontramos uma significativa

concentracdo dos protetores em dois
grupos de renda, como podemos ver a
seqguir: 18,4% possuem renda familiar de
R$ 510,00 a R$ 768,00; 45,9% tém renda
de R$ 1.064,01 a R$ 4.591,00 e 34,7%
possuem rendimentos familiares entre R$
4.591,01 e R$16.000.

Quanto ao perfil educacional dos
protetores de animais da RMR, o ensino
médio ou técnico completo € a formacao
maxima de 31,6% dos informantes.
Aqueles com curso superior somam 33,7%.
23,5 % possuem especializacdo, 11,2%
possuem titulo de Mestre, Doutor ou Pos-

3 A renda familiar pode ser um indicador importgpeea

o entendimento da dindmica da protecéo animal. E um
pratica comum entre protetores recorrer a recursos
financeiros da familia no desenvolvimento de acdes,
canalizando uma parte dos recursos préprios eifassl
para financiar alimentacdo, remédios, servicos
veterinarios, transporte, lar temporario etc. Aésade
conversas informais durante a aplicacdo do quéstmn

foi possivel perceber como parte dos recursosndekis

a manutencdo da casa e aqueles relacionados ggurote
se confundem, sendo muitas vezes dificil para os
respondentes apontar o quanto gastam com as degda
protetivas

Doutor. A ocupacdo dos informantes

apresentou grande variacao e, diferente do
gue se acredita no senso comum, a
atividade de protecdo animal é realizada
por individuos que possuem emprego
formal. De toda a amostra, apenas duas
pessoas sao aposentadas, trés sdo donas de
casa e trés estédo atualmente
desempregadas, de modo que 91,8% dos
informantes exercem atividades

profissionais simultaneamente as

atividades de protecdo. Nas conversas
informais durante a aplicacdo dos

guestionarios, ouvimos diversos relatos de
gue a protecdo, mais que um exercicio
desenvolvido fora do horario de trabalho, é

desenvolvida também no ambiente

profissional, nas conversas com colegas de
trabalho, checando emails relacionados a
causa, fazendo ligagGes telefénicas, etc, de
modo que este engajamento consome
significativa parcela do tempo e da atencéo
dos participantes aos longo da rotina diaria.
O cotidiano dos protetores é influenciado

também em relacdo aos seus habitos de
consumo.

Protecdo, abolicionismo e  bem-
estarismo: similaridades e diferencas

Um dos aspectos do estilo de vida

comumente modificado entre os militantes

da causa animal € a alimentacdo, sendo
relativamente comum que se deixe de
comer carne (ovolactovegetarianismo), que
se deixe de comer carne e derivados
animais (vegetarianismo) ou mesmo que se
abstenha de utilizar qualquer produto de
origem animal (veganismo). Essa

preocupacao com a alimentacdo é também
percebida entre os protetores da RMR:
53,1% comem carne sem restri¢cdes, 32,7%
consomem carne com alguma restricéo

4 Estdo sendo considerados consumidores com alguma
restricdo aqueles que afirmam evitar o consumaadeec

mas ainda fazem uso dela. Como ndo houve nenhum
vegano na amostra e os que se afirmaram vegetariano
depois explicaram ser ovolactovegetarianos, resuge
computar os dados de acordo apenas com o consumo de
carne, desconsiderando os outros produtos de origem
animal, como leite, ovos e queijo.



14,3% apresentam total

consumo de carne.

restricdo ao

Essa postura de abolir ou evitar o consumo
de carne é um dos pontos de aproximacao
dos protetores de cées e gatos em relacdo a
outros movimentos urbanos de defesa dos

animais, que estdo, em geral, sob a
influéncia de duas grandes linhas
orientacao: 1l-abolicionismo  animal:

combate toda forma de exploracdo e seus
adeptos costumam aderir ao

vegetarianismo (fim do consumo de

alimentos de origem animal) ou ao

veganismo (fim do consumo de qualquer
tipo de produto de origem animal ou

testado em animais); 2- bem-estarismo:
busca melhorar a situagcdo dos néo-
humanos com o fim de sofrimentos

desnecessarios, como criagcao intensiva,
vivissecgao, experimentacdes para as quais
haja formas alternativas ao uso de animais
(FELIPE, 2008).

Ainda no tocante ao consumo de carne,
identificamos, a partir da leitura dos dados
dos questionarios, que a postura de abolir
ou evitar o consumo de carne s&o maiores
entre aqueles mais familiarizados com as
tematicas centrais da defesa dos animais, a
saber: guarda responsavel, esterilizacéo,
castracao, zoonose, vivisseccao,
carrocinha, tracao animal,
libertacdo/abolicionismo animal e bem-
estarismo. Ao testar a relagcdo entre o
consumo de carne e o0 grau de
conhecimentd obtivemos uma correlacdo
substancial com Gamma 0,646. Essa

® E importante ressaltar a importancia de SINGER&p00
como referéncia para os movimentos de defesa amimal
de REGAN & MASSON (2004) para o0 movimento
abolicionista. Mais que referéncias académicasesess
autores fornecem para os ativistas uma base fit@asof
fundamental para a reflexdo sobre a exploracdo dos
animais ndo-humanos.

°o “grau de conhecimento” foi um indice criado atipar
da juncdo de nove variaveis ordinais que mediam
conhecimento baixo, médio ou alto sobre as segulinte
tematicas: guarda responsavel, esterilizacao, acdisty
zoonose, vivissecc¢do, carrocinha, tracdo animal,
libertacéo/abolicionismo animal e bem-estarismo.

correlacéo pode ser explicada

especialmente se levarmos em

consideracdo que os ambientes nos quais
se discute as teméticas acima referidas sédo
também os ambientes em que ocorrem
mais fortemente os debates relativos a
situacdo dos animais ditos “de consumo” e
campanhas em prol do vegetarianismo e/ou
veganismo. Assim, podemos dizer que o

consumo de carne tende a diminuir na
medida em que o0 conhecimento sobre as
tematicas aumenta

E possivel argumentar que a preocupacio
com o consumo de carne por parte de
parcela consideravel dos protetores de
animais aponta para a existéncia de
problema maior do que aquele relacionado
diretamente com cées e gatos. Temos,
assim, uma preocupacdo também com
outras espécies, como bois, galinhas e
porcos (consumo alimentar), mesmo nao
sendo estes alvos diretos das acdes dos
protetores da RMR. Por outro lado, é
preciso frisar que, pelo fato de voltarem-se
de maneira mais detida para os animais de
estimagéao (gatos e cachorros), as acdes dos
protetores de animais diferenciam-se de
maneira consideravel dos que se dedicam
prioritariamente ao combate a exploracao
dos animais nas industrias de alimentos,
entretenimento e laboratorios. Nao se trata
aqui de estabelecer um juizo sobre a
importancia relativa de cada uma dessas
linhas, mas de perceber como a percepc¢ao
de problemas diferentes resultam em
taticas também distintas.

Abolicionistas, por exemplo, fazem
protestos e campanhas em geral chocantes,
gue podem ser ilustradas com alguns: Em
2008, em Barcelona, 150 manifestantes
ficaram nus e pintaram-se de vermelho,
como imitacdo de sangue, em protesto
contre a industria de peles (VEGANBR,
2008); Em 2011, no Brasil, ativistas

! Vale ressaltar que a variavel grau de conhecimfento

a Unica que obteve correlagbes consideraveis e
significancia estatistica em relagdo ao consumcadee,
tendo se mostrado inexistentes correlagcdes do mamsu
de carne com outras variaveis, como tempo de
participacdo nas atividades de protecéo ou religido



incendiaram o prédio que ampliaria o
biotério da UFSC (ALF, 2011). Ressaltem-
se, ainda, as noticias veiculadas com
descri¢cdes cruas, em texto e foto, sobre a
producdo de casacos de pele ou de
alimentos comdoie gras,vitela e carne de
frango (www.vidavegetariana.com).

Enquanto isso, os protetores de animais em
geral atuam de forma mais discreta, com
acoes de carater emergencial (recolhimento
de animais em situacao de risco, alimentar
animais na rua), realizando campanhas de
adocdo e/ou de levantamento de recursos
para a compra de ragdo, medicamentos,
esterilizacbes e despesas veterinarias. No
geral, os problemas enfrentados pelos
protetores dizem respeito as condi¢des
objetivas de vida de cées e gatos na RMR,
com foco na saude, alimentacdo, controle
populacional e condi¢cdes dignas de vida.
Porém, a canalizacdo de suas energias em
acdes emergenciais é também uma de suas
fraquezas, visto que essa centralizacao
dificulta o engajamento do movimento de
protecdo na dimensdo politica do
problema.

Formas de atuacdo e envolvimento
politico

O baixo grau de envolvimento com

atividades  politico-institucionais  ficou

bastante claro na pesquisa: 78,6% dos
entrevistados afirmaram nao desenvolver
articulacbes com o poder publico no
tocante as acdes de protegcdo animal.
Apesar dessa baixa capacidade de
articulacdo do movimento como um todo,
alguns grupos de protetores VEm
identificando a importancia estratégica de
acdes no campo politico, e com isso, estdo
redirecionando o foco de sua atuacéo.
Neste sentido, um coletivo de protetores
conseguiu articular-se com um vereador da
cidade do Recife para propor um projeto de
lei que, sancionado em dezembro de 2010,
vai por fim a tracdo animal nos centros
urbanos em um prazo de trés anos. Além
disso, a partir da articulagio com um
deputado estadual conseguiram a
aprovagcao da lei n° 14.139/2010,

sancionada pelo governador em setembro
de 2010, que proibiu o assassinato de cées
e gatos saudaveis pelos Centros de
Vigilancia Ambiental de Pernambuco.

Ap0s a aprovacdo desta que ficou
conhecida como Lei da Vida, os grupos
representados neste coletivo e outros
protetores reuniram-se na formacgédo do
Movimento de Defesa Animal (MDA).
Este novo grupo teve como uma de suas
primeiras conquistas no campo politico a
reativacdo do Conselho Gestor do CVA-
Recife, composto por funcionarios do
orgdo, representantes comunitarios e
protetores. Este grupo (MDA), criado para
realizar uma atuagcdo de carater
majoritariamente politico, tem se revezado
entre negociagbes politicas e pressao
(através de protestos e articulagdo com
setores da midia) em prol de causas como a
regularizacdo do CVA-Recife, a criacdo da
Promotoria de Justica de Direito Animal e
a retirada dos animais expostos em jaulas
no Parque 13 de Maio.

Esta nova dinamica politica € relevante e
certamente causara impacto ndo s6 na
configuracédo e identidade do movimento
de protecdo animal, mas, sobretudo no
entendimento de que tipo de acdo €
relevante e eficaz na militancia da causa
animal. Porém, cabe ressaltar novamente
que essa articulacdo politica, apesar dos
avangos e conquistas, € uma atividade a
gue poucos se dedicam, principalmente por
conta de problemas emergenciais.

Como ndo ha locais publicos que

funcionem como abrigo para animais e 0

namero de gatos e cdes em situacdo de
risco é elevado, as atividades de

recolhimento e alimentacdo de animais na
rua também fazem parte da rotina daqueles
gue se voltam para politicas publicas,

fiscalizagBes, denuncias de maus tratos.

Nesse contexto, atuar na protecdo de
animais pode levar a wuma tenséo
permanente entre viver a causa como um
voluntariado ou defender os direitos dos
animais pela via politica; assumir a
responsabilidade pessoalmente ou cobrar o



estado e os tutores de animais para que
cumpram seu dever; a urgéncia de socorrer
0S animais que precisam de ajuda aqui e

Este ultimo gasto aponta para um problema
central no cotidiano dessas pessoas, pois,
dada a auséncia de uma politica publica

agora e a necessidade de ter tempo para se consistente de esterilizacdo na Regiédo

dedicar a reunibes, planejamento e
negociagbes com o poder publico. Em
nossa amostra, a atividade de lar
temporario ou atuacdo em abrigos é
realizada por 65,3% dos informantes.
Similarmente, enquanto 34,7% deles né&o
abrigam nenhum animal em suas casas ou
propriedades, 30,6% abrigam de 1 a 5
animais por vez em lar temporario e 19,4%
abrigam mais de 60 animais por vez.

O que estd em questdo, com isso, € que 0
envolvimento em atividades de carater
politico exige um tempo do qual os
protetores que trabalham com abrigo e/ou
lar temporéario, por exemplo, pouco
dispbem. E cabivel ressaltar, ainda, a
importancia de atividades de sensibilizacéo
junto aos tutores de caes e gatos, que
também exige tempo e articulacdo. Para
qgue haja tempo, faz-se necessaria alguma
reducdo na carga das atividades de carater
emergencial, mas isso ndo é simples para
0S protetores, que, em geral, possuem um
envolvimento afetivo com a causa. Nesse
sentido, vale dizer que 52% dos
informantes afirmaram que se envolveram
com a protecdo por gostar de animais e
22,4% por pena ou compaixdo em relagéo
a eles. Similarmente, ao serem solicitados
que resumissem O que € a protecdo de
animais em trés palavras, 39,8% dos
informantes fizeram-no primeiramente
com termos relacionados a afeto ou a
espiritualidade (amor, deus, carinho, etc) e
23,5% disseram palavras relacionadas a
cidadania e consciéncia (responsabilidade,
educacao, conscientizagao, etc).

Os dados relativos a gastos pessoais com a
protecdo animal apontam para este carater
diverso das atividades: 32,6% dos
respondentes apontaram a compra de ragao
como gasto principal, 16,3% citaram
contribuicdo financeira (para grupos e/ou
protetores independentes) e 13,3%
apontaram os custos com esterilizacao.

Metropolinata e o dificil acesso a clinica
do CVA-Recife, muitos protetores bancam
as cirurgias de castracao por conta propria
em clinicas particulares. Dessa maneira,
um programa eficiente e descentralizado de
controle populacional € uma das demandas
mais recorrrentes entre protetores, como
pode ser percebido, por exemplo, na
mobilizacédo para a instituicdo de leis para
garanti-lo (SANTANA & OLIVEIRA,
2006).

Perceba-se, assim, que o fato de muitos
protetores ndo se envolverem em
articulacdes com o poder publico ndo anula
a percepcao de que esse problema néo é de
responsabilidade (ou n&o apenas) da
sociedade civil. Quando perguntados “qual
€, hoje, o principal problema em relacéo
aos animais?”, 12,2% apontaram a
auséncia e/ou falta de aplicagdao de
politicas publicas e leis e 26,5% apontaram
como principal problema a falta de
controle populacional de céaes e gatos, um
problema atribuido tanto a populagédo de
tutores de animais quanto ao poder
publico, que tem responsabilidade de
ofertar esterilizacbes gratuitas e em locais
acessiveis para a ppulacao.

CONCLUSAO

Os movimentos de protecao de animais da
Regiao Metropolitana  do Recife

encontram-se em um momento de
importante redefinicdo dos seus limites e
formas de atuacdo. As conquistas no
campo politico vém chamando a atencédo
dos protetores para a importancia da
articulacdo com o poder publico e os

possiveis frutos que isso pode trazer para a
vida dos animais n&o-humanos. Nesse
sentido, por mais importantes que sejam as
atividades de carater emergencial (na
medida em que ajudam a diminuir o

sofrimento de muitos animais), a

aprovacao da lei estadual que proibiu a
eliminagcédo da vida de animais saudaveis e



da lei municipal que pbe fim a tracéo
animal trazem a perspectiva de que
milhares de vidas animais sejam poupadas,
em um curto espaco de tempo, apontando
para impactos de longo prazo
(PERNAMBUCO, 2010; RECIFE, 2010).
Vale ressaltar que tais formas de atuacéo
ndo sdo mutuamente excludentes e é
comum que sejam realizadas em paralelo,
de maneira que o equilibrio entre elas é o
grande desafio, e ndo a supressao de uma
pela outra.

Sdo grandes as demandas pessoais, de
grupo e a complexidade politica deste
momento, de maneira que ndo é uma tarefa
simples definirse em meio a tal
diversidade. A riqueza da atuacdo (e,
portanto, o interesse académico pelo tema)
€ justamente essa mescla complexa de
envolvimento  emocional, demandas
politicas (ressalte-se aqui o0 controle
populacional como grande reivindicagéo) e
os conflitos internos a serem enfrentados —
seja dos grupos organizados entre si,
negociando diferencas, seja de um maior
envolvi-mento dos protetores independentes
com os demais, seja, ainda, dos grupos
organizados com os demais movimentos de
defesa dos animais.
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RESUMO

A fermentacgédo alcodlica pode ser considerada umest@complexo constituido por muitas
espécies de micro-organismos, com uma caractaristicessao de linhagens e espécies ao
longo do periodo de fermentacdo. O monitoramentwahbioldgico e o aperfeicoamento de
técnicas que possam identificar quais sédo estadleas, permitem acompanhar o rendimento
do fermento e o andamento da eficiéncia fermerassim, o trabalho objetiva avaliar a

dinamica de

leveduras contaminantes e suas

irdadiass na fermentacdo. O

acompanhamento microbiolégico da safra 2010/201Tefalizado em duas destilarias do
Estado da Paraiba. Muitas das leveduras ident#gcadste monitoramento sdo denominadas
Nativas, quando da espéc& cerevisiage contaminantes ou selvagens, quando $hao-
cerevisiage por exemplo, a mais conheciDakkera bruxellensi€Estas ultimas, podem causar
danos a fermentacdo, como reducdo no rendimentor teenpo de fermentacdo, diminuicao
da viabilidade do fermento selecionado, diminuicliopH e decréscimo na producdo de
etanol. Por fim, o estudo documentou a ocorréneigpidos de contaminacdo pbekkera
bruxellensise leveduras classificadas como r@aecharomyceserevisiag demonstrando
assim, a baixa eficiéncia da fermentagcdo nessewahbs de contaminacdo. Recomenda-se a
necessidade de garantir a qualidade da matériappareza do fermento, controle de pH e
da temperatura, limpeza dos equipamentos, comadam@dreventivas.

Palavras-chave Saccharomyces cerevisjdeeveduras Selvagens; Parametros Industriais.

INTRODUCAO

Devido aos efeitos das alteracdes
climaticas e da volatilidade dos compostos
oriundos do petrdleo, as nagdes de todo o
mundo estdo, cada vez mais, adotando
politicas para promover o uso de fontes
renovaveis de energia. Entre as alternativas
mais viaveis, o etanol se destaca como um
biocombustivel de referéncia, porque sua
producdo € baseada em uma comprovada
plataforma tecnoldgica (BATISTOTE et.
al., 2010).

O Brasil, que sempre se destacou como
produtor de acucar ocupa também um
lugar de evidéncia como o primeiro pais a
produzir e fazer uso de um biocombustivel

na sua frota de automéveis. Esse advento é
consequéncia da implantacdo de um
programa que ja completou 30 anos, o
Proéalcool (Programa Nacional do Alcool).
A crise do petréleo nos anos 70 motivou o
governo a desenvolver uma forma
alternativa de substituir a gasolina. Nasceu
entdo o bioetanol, um combustivel obtido a
partir da fermentacéo do caldo da cana-de-
acucar, melaco ou ambos (ANDRIETTA
et. al., 2006).

Para a producédo de etanol a via biologica é
a mais econdmica, sendo empregada em
praticamente toda a industria do alcool
combustivel. Nesse processo, um substrato
rico em agucares, como caldo de cana ou
melaco, € submetido a acdo de uma



levedura, que, através de enzimas
especificas, quebra a sacarose dando
origem ao etanol e o0 GONo processo de
fermentacdo alcodlica, a biomassa sofre
inmeras reciclagens e interferéncias
externas advindas do caldo, do ambiente e
de outras fontes, tornando-se vulneravel a
contaminag&o por outros microrganismos e
mesmo leveduras indesejaveis (BASSI,
2008). A contaminacdo por leveduras
selvagens gera um impacto significativo no
rendimento da fermentacéao.

A EspécieDekkera bruxellensisem sido
associada a contaminacfes nas industrias
de vinho, cerveja e na producgdo de alcool
combustivel causando gqueda no
rendimento fermentativo e na qualidade do
produto (TORRES, 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho tem
como objetivo avaliar a capacidade
fermentativa das leveduras presente no
processo fermentativo de destilarias da
Paraiba durante a Safra 2010/2011,
relacionando a dinamica da microbiota
com a eficiéncia fermentativa.

MATERIAL E METODOS

Para determinar a eficiéncia da biomassa, a
fermentacao foi conduzida em temperatura
controlada de & sem agitacio.
Inicialmente a biomassa coletada foi
centrifugada, lavada com agua destilada
estéril e em seguida inoculada em mosto
sintético, elaborado em laboratério para
simular o caldo de cana com a
concentracgéo inicial de agucar padronizado
em torno de 120g/L (ou 12°Brix), pH de
5.2, e adicionado os antibioticos ampicilina
(50ug/mL) e acido nalidixico (100pg/mL)
minimizando a contaminagdo bacteriana.
Depois de inoculadas foram avaliadas
quanto aos dados fisico-quimicos
industriais iniciais da fermentacao.

Ap6és 6 horas, as amostras foram
novamente avaliadas. Possibilitando a
analise da viabilidade celular, concentracao

de fermento Umido, acucar residual,
eficiéncia da levedura (%), rendimento
da fermentacao, pH, teor alcodlico (°GL) e
CO, produzido, ap6s submetidos a
tratamento através de planilhas elaboradas
na plataforma Excel®. A determinacao do
°Brix foi realizada através da técnica de
refratometria e a concentracdo do acgucar
inicial e final das fermentacdes foi
realizada pelo método do &acido
denitrosalisilico (ADNS). Para o qual foi
preparada uma curva de calibragdo com
uma solucdo aquosa de glicose na
concentracdo de 2g/L com diluicdes de
0,5¢g/L, 1,0g/L, 15¢g/L e 2,0g/L. A
determinacdo do acucar foi procedida em
espectrofotdbmetro com comprimento de
onda de 540nm. O valor do agucar em g/L
sera obtido multiplicando-se o valor da
leitura de D.O. (densidade Optica) pela
diluichio e pelo fator da curva de
calibracdo. O controle sera preparado com
ImL de agua destilada nas mesmas
condi¢des (SILVA-FILHO et al., 2005).

Para efeito de melhores resultados foram
adicionadas a curva de calibracdo as
diluicdes de 0,1g/L, 0,25g/L, 0,75g/L da
solucdo aquosa de glicose (Barbosa-Neto
et al., 2010). O teor alcodlico foi terminado
através da técnica de ebulidmetria, através
do ebulibmetro modelo 3300.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da fermentacéo
alcodlica na destilaria A (Figura 2)
possibilitaram uma compreensédo maior da
atuacao de diferentes espécies e perfis de
leveduras no processo. A safra desta
destilaria durou cerca de 6 meses, durante
0s quais de levedur®. cerevisiaeP1l
possuiu maior presenca na constituicdo da
microbiota da destilaria (Figura 1).
Embora, seja uma levedura adaptada ao
processo, sua presenca hem sempre é
suficiente para garantir uma boa eficiéncia
fermentativa, visto que € observada uma
gueda na capacidade fermentativa da
biomassa (Figura 2), logo na coleta 7 e 9,



embora seja observado na Figura 1, que as aproximadamente 85%. Portanto, pode ser

coletas 3 e 5 (correspondente a data da
coleta 7 e 9 da fermentacdo) sao
constituidas 100% pel&. cerevisiaePl,
porém nos dias que se seguiram, a
eficiéncia fermentativa da biomassa
alcancou excelentes niveis. De acordo com
Silva-Filho et al. (2005) a estabilidade
populacional no ambiente fermentativo
depende do uso de Ilinhagens bem
adaptadas as condicdoes do processo
industrial, o que pode ser comprovado
observando a adaptacadgGacerevisiad’l
durante o periodo anteriormente discutido.

Na Figura 2 € possivel observar que
enquanto a eficiéncia fermentativa da
biomassa fica medianamente em torno de
90%, o mosto de alimentacédo possui forte
tendéncia para se manter abaixo.
Observa-se que a partir da segunda
deficiéncia no mosto de alimentacao
(Figura 2), na coleta 20 e 25, a microbiota
comeca a apresentar maior dinamismo,
com maior incidéncia de levedura
contaminante . bruxellensi¥ (Figura 1),
que constituiu aproximadamente 80% da
biomassa industrial, corroborando o estudo
de Torres (2008), pois, 0 mesmo afirma
que a presenca dB. bruxellensisesta
ligada ao baixo rendimento da
fermentacao.

Na Figura 1, nota-se a dominancia do
perfil P1 durante a safra, corroborando o
estudo de Silva-Filho (2003), pois o

mesmo afirma que este perfil de levedura
apresenta caracteristicas de frequéncia,
dominancia e bom desempenho

fermentativo.

Através da Figura 3, pode ser observada a
dindmica de popula¢éo durante um periodo
da safra 2010/2011. E possivel verificar a
predominancia dé&. cerevisiaeeom perfil

P1, assim como a presenca de.
bruxellensis Como pode ser observada na
figura 4, a eficiéncia fermentativa do inicio
da safra nao conseguiu alcangar o0s
melhores indices, chegando a

observado que a presenca da contaminante
D. bruxellensispode, ou néo, vir a causar
alguma interferéncia negativa a
fermentacéao.

Por sua vez, houve quatro momentos em
gue o0s niveis da eficiéncia foram

comprometidos, chegando a atingir 66% na
maior queda (Figura 4), possivelmente a
gualidade da eficiéncia foi comprometida

por causa do alto pH no final da

fermentacéo e o elevado acucar residual, o
que pode comprometer a capacidade
fermentativa da populacdo de leveduras,
assim como descreve Dorta (2006) e
Morais (2009).

De acordo com Morais (2009), as células
de S. cerevisiasao expostas aos estresses
oxidativos (formacdo de radicais livres,
alcodlico,  hiperosmoéticos —  altas
concentracbes de acUcares), que causam
perda da atividade de transporte pela
membrana celular da levedura, diminuindo
0 volume de etanol produzido e causando
acidez ao meio.

Segundo Dorta (2006), o potencial
hidrogenidnico muito elevado do meio
influencia diretamente no crescimento da
levedura, na taxa de fermentacdo, nha
formacdo de produtos e facilta a
contaminagao bacteriana, uma vez que a
bactéria latica (a mais presente na
realidade da industria) cresce bem em pH
mais elevados.



Dindmica Populacional (Destilaria A) - Safra 2010/2011
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Figura 1. Dindmica populacional de leveduras da destilariBados cedidos pela Empresa Genetech.
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Figura 2. Eficiéncia da fermentacéo da destilaria A.



Dindmica Populacional (Destilaria B) - Safra 2010/2011
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Figura 4. Eficiéncia da fermentacéo da destilaria B.
CONCLUSAO

Através das analises destes dados é
possivel concluir que:

As linhagens iniciadoras sao
substituidas ao longo do processo
fermentativo da Safra 2010/2011 pelas
linhagens nativas;

Os ensaios fermentativos realizados
com a biomassa industrial reforcam a
substituicdo das linhagens iniciadoras;

A presenca deDekkera bruxellensis
nem sempre esta relacionado com a
gueda de produtividade nos intervalos
de contaminacdo e a existéncia de uma
Unica linhagem  Saccharomyces
cerevisiaenado significa boa eficiéncia
na producao;

Para garantir a qualidade da matéria-
prima e a pureza do fermento,
recomenda-se o controle de pH e
temperatura, a limpeza dos
eguipamentos, como medidas
preventivas;



A eficiéncia fermentativa ndo ¢é
influenciada somente pela presenca de
leveduras e bactérias contaminantes,
podendo ser alterada devido o gélta

ou excesso de alguns minerais em
mosto de melaco ou de caldo de cana,
concentracdo de agucares, e até mesmo
antibidticos.
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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram relacionar a iphidgade média anual com o
incremento médio anual dos anéis de crescimenkEudalyptus grandig criar cenarios
virtuais hipotéticos. Houve uma relacéo significate diretamente proporcional entre a
pluviosidade média anual (PMA), dados registradeso pinstituto Nacional de
Meteorologia - INMET, com o incremento médio aniislA) dos anéis de crescimento
de Eucalyptus grandisdados obtidos através da coleta através do egeia “Haglof
Increment borer”, na qual foi gerada uma equacéveéd de uma andlise de regressao
entre as variaveis relacionadas. Com isso construitt ambiente interativo, no

programa Microsoft Excel,

para ser disponibilizagon ambientes virtuais de

aprendizagem, podendo criar cenarios através dafioagdo da variavel PMA e
observacéo da reagdo da variavel IMA, isso tuderidiess em um processo de ensino-

aprendizagem construtivista.

Palavras-chave Piaget; EAD; Objetos Educacionais

INTRODUCAO

Os anéis de crescimento sdo zonas de
incremento do tecido vegetal, que séo
marcados anualmente ou em um
periodo regular, por uma parte de
crescimento rapido e outra lenta,
destacando visualmente na madeira de
individuos arboreos (GARTNER et al.,
2002).

A literatura descreve que 0s anéis de
crescimento sofrem influéncias em seu
incremento por diversos fatores: i)
climaticos, eg. pluviosidade e
temperatura (ROBERTSON et al,
2008); ii) ecologicos (HANECA et al.,
2009), eg. competicdo por nutrientes;
iii) genéticos (SMITH, 2008), eg.
variavel espécie por espécie; iv)
predacdo (BOGINO; JOBBAGY, 2011)
eg. herbivoria.

Porém o principal fator para o
crescimento e distincdo dos anéis
durante um determinado periodo de
tempo (> 5 anos) foi o de pluviosidade
(ROBERTSON et al., 2008).

Varios trabalhos (GEA-IZQUIERDO et
al., 2011; PASHO et al, 2011;
SCHARNWEBER et al, 2011)
mostraram que em periodos mais
distroéficos, com seca e altas
temperaturas, o individuo vegetal
fecham seus estdmatos, reduzindo assim
a capacidade de realizacdao de
fotossintese e consequentemente de
transformar e absorver carbono, na sua
forma de carboidrato, que sao as
principais moléculas na formacdo da
madeira.

Observando este comportamento, ficou
evidente a elaboracdo de um modelo
que pudesse representar
matematicamente esta relacdo, na qual



poderia ser utilizada de forma didatica
em sala de aula e para preparacao de
aulas virtuais.

Aulas virtuais foram utilizadas como
complemento das aulas presenciais em
cursos tradicionais presenciais. Em
comparagdo com Ccursos que nao
tiveram uma base virtual de ensino, o
sucesso do ensino aprendizagem,
mensurados pelas notas finais foram

menor do que as que tiveram
(SANTANA; IMANA-ENCINAS,
2007).

Os objetivos deste trabalho foram
relacionar a pluviosidade média anual
com o incremento médio anual dos
anéis de crescimento dEucalyptus

grandis e criar cenarios virtuais
hipotéticos.

MATERIAL E METODOS

A éarea de estudo foi no Campus/Recife
da Universidade Federal de
Pernambuco, proximo a area da
Biblioteca Central (Figura 1), area que
continha uma plantagdo deucalyptus

grandis Hill ex. Maiden
(MYRTACEAE).
Em 24 individuos arbéreos de

Eucalyptusforam coletados os anéis de
crescimentos com 0 equipamento de
coleta de incremento de madeira
“Increment  Borers”Haglof Sweden
AB” (Figura 2).

Apés a coleta a amostra de madeira
coletada foi enviada a laboratério onde
foi desumidificada a uma temperatura
ambiente e quantificados e mensurados
o tamanho dos anéis de crescimentos
através de um paquimetro digital com
precisdo Graduacao 0.02mm/.001, com
auxilio de um microscépio Binocular
1000X LM3000B.

O incremento dos anéis mensurados
com um paquimetro digital Digimess
0.0lmm de gradacdo, e com isSSO
observados a cada ano seu acréscimo. A

datacdo seguiu o0 método de
“crossdating” entre os individuos de
Eucalyptuspara confirmacdo da idade

final.

Os dados de pluviosidade média anual
foram registrados pelas estagbes
convencionais e automaticas do
Instituto Nacional de Meteorologia

INMET em Recife (Figura 3), sendo os
dados publicados no INMET (2011).

08°03°S 34°57°0

Figura 1. Localizacdo da area de estudo



Figura 2. A) Amostragem de coleta do
incremento de madeira; B) Incremento de
madeira saindo do equipamento de coleta.

B
Figura 3. Estacdo automatica do INMET
(2011).

A relacdo dos dados médios do
incremento anual (IMA) dos anéis de

crescimento com o0s dados de
pluviosidade média anual (PMA) foram
efetuadas através da analise de
regressdo dos dados, em que foram
calculados os parametros da equacéao:
R?> = coeficiente de determinacéo;
equacdo; nivel de significancia (p) e
erro do ajuste, todos calculados através
do programa SigmaPlot 9.0.

A partir dai como recurso préprio do
programa Microsoft Excel 2007, foi
disposto o modelo de maneira didatica
para o aluno poder intervir no modelo,
ou seja, alterando o valor da variavel
independente (y = IMA) e verificando
como ficariam 0s novos cenarios
temporais (x = PMA).

Para isso a anadlise de regresséo linear
foi utilizada para estimar dados futuros
através das varidveis amostradas,
utilizando o mesmo programa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em média a pluviosidade média anual
(PMA) em Recife foi de 1854 mm
(152) e com o incremento médio anual
(IMA) dos anéis de crescimento dos
individuos amostrados d&ucalyptus
grandis foi de 0,65 cm (x0,09). Os
desvios-padréo tanto para o IMA e para
a PMA mostraram um padrdao na
distribuicdo de aumento e diminui¢ao
dos respectivos valores ao longo dos
anos registrados semelhantes (Figura 4).
E isto ficou corroborado com a relagéo
significativa (R = 0,80; p < 0,001) e
diretamente proporcional (Figura 5). Ou
seja, quanto maior o valor de PMA
maior sera o IMA, seguindo a equacéao
linear gerada (Figura 5).

Com esta relacdo pbdde criar um
ambiente de interacdo, em que os alunos
possam ir a campo e alimentar o
ambiente, ou banco de dados, fazendo
com que modifique o gréafico final
(Figura 6). Por exemplo, na Figura 7,
fez-se uma reducéo a cada ano na PMA



e foi observada o IMA. Este novo

cenario gerado permitiu inferir sobre o
crescimento da espécie frente a uma
distrofia, e sua dependéncia com a PMA
para o0 desenvolvimento conforme
descrito na literatura (SMITH et al.,

2008).
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Figura 4. Comparacdo dos dados das aulas

praticas de incremento médio anual dos anéis de

crescimento — IMA (cm) e pluviosidade média
anual — PMA (mm) em Recife-PE.

Este recurso pode ser disposto em
ambientes virtuais de aprendizagem,
tendo um tutorial anexado, em que o
aluno a distancia pode interferir no
modelo e verificar como ficara o IMA

para a espécie estudada com a
modificacdo da PMA.
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Figura 5. Relacdo dos dados registrados em
campo do incremento médio anual dos anéis de
crescimento — IMA (cm) e pluviosidade média
anual — PMA (mm) em Recife-P A= 2006;]

= 2010;© = 2008;m = 2009; + = 2003; A =
2007; ¢ = 2011;@® = 2004; A = 2002;® =
2001;M = 2005.

O recurso didatico gerado com este
trabalho corrobora com a teoria
construtivista de Piaget, na qual o aluno
constr6i o conhecimento de forma
autbnoma e dirigida, incluindo para a
assimilacdo de novos conceitos a
aprendizagem significativa (ANGELA,
2011; SANTANA; IMANA-ENCINAS,
2007).

CONCLUSAO

Houve uma relacdo significativa e
diretamente  proporcional entre a
pluviosidade média anual (PMA) com o
incremento médio anual (IMA) dos
anéis de crescimento dEucalyptus
grandis na qual foi gerada uma
equacdo, e com isso construido um
ambiente interativo, para ser
disponibilizado em ambientes virtuais
de aprendizagem, podendo criar
cenarios através da modificagcdo da
varidvel PMA e observacdo da reacdo
da variavel IMA.
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RESUMO

A contaminacdo por cadmio é um fator preocupanta aasaude ambiental, pois € um
elemento com capacidade cumulativa em cadeiasdsdfOs processos fisico-quimicos
para o tratamento de cadmio podem ser onerosadp setessario o desenvolvimento
de tecnologias para a remocdo desses elementosic@sganismos sdo considerados
ferramentas altamente eficientes para a remocametais pesados. Os polimeros
quitina e quitosana séo facilmente extraidos dedeacelular de microrganismos, sendo
comumente aplicados na remocao de xenobidticosofado foi cultivado em meio
SMM solido durante 15 dias a 28°C, para producaaalaassa foi feita uma suspenséo
de esporos de ¥@sporos/mL em frascos Erlenmeyers contendo 50Cenhelo SMM
caldo, sob agitacdo a 150rpm e 28°C durante 15 das a obtencdo de quitina e
quitosana seguiu-se o0 método descrito por SYNOWNEGKAL-KHATEEB (1997).

A utilizacdo dos polimeros, quitina e quitosanaeapntaram grandes indices de
remocdo. O efeito do pH indicou maior remocdo em @B. As modificacbes



ultraestruturais foram relatadas como resultadexgsicdo ao cadmio, com variacoes
na eletrondensidade e heterogeneidade. O estudmomna@gie 0s polimeros extraidos
exibem grandes indices de remocdo de cadmio, sangoitosana melhor sistema

removedor que a quitina.

Palavras-chave Cadmio,Rhizopus arrhizyQuitina, Quitosana.

INTRODUCAO

A contaminagdo por metais pesados
hoje € um dos fatores mais preocupantes
para a saude ambiental e dos seres
vivos, uma vez que esses elementos ndo
sao degradados, sendo assim
acumuladas nas cadeias troficas. Sao
facilmente transportados quando em
solucéo, e muitas vezes, podem alcancar
altas concentracbes em areas fechadas
por sua propria disposicdo ou por
amplificagc&o biologica (GADD, 2010).

O cadmio & um elemento escasso na
crosta terrestre e é amplamente utilizado
na fabricacdo de eletrodos das baterias
recarregaveis, na galvanoplastia,
pigmentos, ligas metélicas de baixo
ponto de fusdo, revestimento eletrolitico
dos metais, esmaltes e tinturas téxteis,
em barras de controle em fissdo nuclear,
entre outros (HOGAN, 2010). E
descarregado para 0 meio ambiente
através da queima de combustiveis
fosseis e pela incineragcdo de lixo
doméstico. O cadmio também
contamina o ar quando se fundem
rochas para extrair zinco, cobre ou
chumbo. A contaminacdo dos solos por
cadmio se d& principalmente por
mineracdo, poluicdo atmosférica de
indUstrias metalldrgicas, queima de
combustiveis fésseis, entre outros
(ATSDR, 2008; HOGAN, 2010;
JARUP & AKESSON, 2009).
Demonstrou-se que os alvos do ion séo
enzimas e proteinas (ATLI & CANLI,
2007). Nos seres humanos induz a
inibicdo dos sistemas de absorcdo de
nutrientes, inorganicos e organicos pelo
organismo humano, sendo toxicos em

baixas concentragfes. Na atualidade, os
processos para o0 tratamento de
ambientes contaminados por metais
podem ser onerosos e/ou contribuir para
formagcdo de novos contaminantes
ambientais, assim, torna-se necessario o
desenvolvimento de tecnologias mais
econdmicas e praticas para a remocao
desses elementos, que sdo responsaveis
por um alto nivel de toxicidade para os
sistemas vivos (GADD, 2010).
Micro-organismos  sdo  elementos
fundamentais da biosfera através de
suas atividades de transformacdo e
ciclismo biogeoquimico de elementos
metalicos, bem como nas
transformagbes e decomposicdo de

minerais, e formacdo dos solos e
sedimentos.  Transformam  metais
através de  oxidagdo-reducdo e

metilacdo e reacdes de demetilacao.
Juntos, esses processos afetam a
toxicidade e a mobilidade dos metais no
meio ambiente (EL-KAMASH et al.,
2005; RENSING; ROSEN, 2009).
Metais estdo  diretamente  e/ou
indiretamente envolvidos em todos os
aspectos do crescimento, metabolismo e
diferenciacdo dos microrganismos.

Os micro-organismos, em geral, podem
acumular ou transformar elementos
metélicos, como resultado de reacdes
enzimaticas  especificas ou de
mecanismos decorrentes das
caracteristicas e propriedades da parede
celular e da membrana plasmética.
Dessa forma, podem ser considerados
ferramentas altamente eficientes,
podendo originar uma tecnologia viavel,
de baixo custo e eficiente por ndo gerar
subprodutos  toxicos. Dentre o0s



microrganismos os fungos recebem
atencdo especial por sua maior
eficiéncia, em relacdo as bactérias
(GADD, 2010).

Os fungos da Classe Zygomycetes
exibem grande importancia econémica e
ambiental nos processos de
biodeterioragéo, biodegradacgéao
(principalmente na reciclagem de lixo e
formagdo de adubo) e na industria
(producéo de enzimas, acidos graxos,
antibiéticos, conservantes e 4&cidos
laticos) (ALEXOPOULOS et al., 2001).
Quitina e quitosana sao polimeros
atoxicos, biodegradaveis,
biocompativeis e produzidos por fontes
naturais renovaveis, cujas propriedades
vém sendo exploradas em aplicagoes
industriais e tecnoldgicas ha quase
setenta anos extraidos da carapaca de
artropodes ou da parede celular de
micro-organismos. Esses dois polimeros
nativos ou quimicamente modificados
ocupam uma extensa area de aplicagédo
em varios tipos de industrias, tecnologia
e também na medicina devido as
caracteristicas fisico-quimicas
significativas e convenientes como
biodegradabilidade, biocompatibilidade,
acdo antimicrobiana, dentre outras

aplicacoes (GOOSEN, 1996;
ROBERTS, 1992).
Para este estudo, foi avaliada a

eficiéncia de remocdo de cadmio pela
quitina e quitosana obtidas &hizopus
arrhizus

MATERIAL E METODOS

Rhizopus arrhizusfoi cultivado em
meio Synthethic Medium for
Mucoralean (SMM) solido e incubado
em placas de Petri durante 15 dias a
28°C. A producéo de biomassa fungica
foi feita a partir de uma suspensao
espérica de 1Desporos/mL inoculada
em frascos Erlenmeyers contendo
500mL de meio SMM caldo,

posteriormente colocados em shaker
orbital a 150rpm e 28°C durante 15
dias.

A biomassa obtida foi utilizada para
extracdo da quitina e da quitosana. A
quitina foi extraida de acordo com
meétodo descrito por SYNOWIECKY;
AL-KHATEEB (1997). O processo
envolve desproteinizacdo por hidroxido
de sodio 2% (p/v), seguida de
centrifugacédo, hidrolise acida de acido
acético 10% (v/v), para obtencdo de
quitina e lavagens sucessivas com
etanol e acetona para a precipitacéo dos
polissacarideos. A quitina extraida foi
testada nas seguintes condigdes: uma
solucdo de quitina 1% (p/v) foi
acrescentada 125mL de uma solugéo
metalica, em frascos de Erlenmeyer, nas

concentracoes de 0,5mM
(200,665mg/L), 1mM (201,33mg/L),
2mM (402,66mg/L), 3mM

(603,99mg/L) e 4mM (805,32mg/L),
com pH de 2, 3, 4, 5 e 6, que foram
colocados sob agitacdo a 150 rpm, a
28°C, durante 18 horas. A quitosana foi
obtida por deacetilagdo da quitina.

As amostras nas condicbes citadas
foram submetidas a espectrofotometria
de absorcdo atdbmica para determinacao
da concentragdo do metal. Todos os
experimentos foram realizados em
triplicata. A eficiéncia de adsorcédo, q
(mg do ion metélico/g de quitina e mg
do ion metalico/g de quitosana) foi
calculada de acordo com a equagfe:

(Co - C)/m, onde @ G sao as
concentracfes inicial e final do metal
(mg/L), respectivamente e m a quitina e
quitosana (g).

Para estudos ultraestruturais, amostras
controle e expostas ao cadmio foram
submetidas ao método de rotina descrito
por De SOUZA, 2000, utilizando-se
microscopia eletrbnica de varredura —
JEOL SEM 5600LV.



RESULTADOS E DISCUSSAO

A biorremediagao consiste na utilizagao
da biomassa, cultivada ou obtida como
coproduto de fermentagfes, submetida a
secagem, e imobilizacdo, bem como
seus derivados, gerando menores custos,
reducdo da producdo de residuos e
rejeitos e alta eficiéncia na remocao de
metais em efluentes muito diluidos.

Inmeros sistemas biologicos tém sido
avaliados na remocao de metais pesados
de solugdes aquosas como forma de
controle ambiental (GADD, 2010;
OPEOLU et al., 2010; KAR & MISRA,
2004).

Assim, avaliou-se a habilidade de
remogcdo de cadmio pela quitina e
guitosana obtidas dehizopus arrhizus

Os resultados estdo apresentados na
Figura 01(A-B).

Cadmio removido porgrama de quitina obtida de Rhizopus
arrhizus, nas concentragdes de 0,5mM, 1mM, 2mM, 3mM &
AmM
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Cadmio removido por grama de quitosana obtida de Rhizopus
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Figura 1. A — Gréfico de remogédo de cadmio por grama denguiB —

Os resultados revelam que a utilizacao
dos polimeros, quitina e quitosana
apresentaram grandes habilidades de
remocdo, sendo a quitosana melhor
sistema removedor que a quitina. A
quitina e a quitosana s&o também
relatadas como materiais com alto poder
adsortivo para xenobibticos
(MUZZARELLI et al.,, 1980). Além
disso, o efeito do pH do sistema de
remocao foi também avaliado. Valores
de pH abaixo de 4,0 induziram
precipitacdo do metal na solucédo. Os
dados obtidos revelam que em valores
crescentes de pH a remocao foi mais
efetiva. Assim, a maior remocao foi
obtida em pH 6,0.

Os resultados obtidos neste estudo sé&o
corroborados pela literatura citada,
demonstrando eficiéncias de remocao
de cadmio 0,5mM de 80% e 92%;
1mM de 80,9% e 92,8%; 2mM de
63,7% e 75,9%; 3mM de 44,4% e 54%
e 4mM de 38,4% e 54,5% para quitina
e quitosana, respectivamente. A reducao
do potencial de remocéo diminui para as

Grafico de remocéo de cadmio por gramquit®sana.

maiores concentracbes de cadmio, tal
fato € positivo, uma vez que nos

efluentes naturais o cadmio encontra-se
em concentragdes baixas.

Modificagbes ultraestruturais também

sdo relatadas como resultado da
exposicdo a ions metdalicos. Variacbes
na eletrondensidade e heterogeneidade
foram  visualizadas atravées da

microscopia de varredura observadas na
figura 02(A-D). Resultados semelhantes

sao relatados para isoladosFiesarium

e Alternaria (GHARIEB, 2004).
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Figura 02. Miscroscopia Eletronica de VarreduraQ&itina deRhizopus arrhizysB- Quitina deRhizopus arrhizusubmetida a

4mM de cadmio; C- Quitosana Bizopus arrhizysD- Quitosana d&hizopus arrhizusubmetida a 4mM de cadmio.

Pela auséncia de materiais celulares e
extracelulares, tanto a quitina, quanto a
guitosana apresentam grande afinidade
ao metal e, por consequéncia, tém
grande capacidade de adsorcdo. Apos a
exposicdo dos esqueletos de quitina e
guitosana, observa-se a heterogeneidade
dos mesmos, como também, a
eletrodensidade que aumenta como fator
da adsorcdo. Para a quitosana, foi
observada maior capacidade de
adsorcdo como também  maior
eletrodensidade que na quitina, pois a
presenca de grupos ionicos conferem
propriedades Unicas a este biopolimero.

CONCLUSAO

O isolado avaliado possui habilidade de

remocdo para o cadmio em todas as
concentragOes testadas;

Os polimeros extraidos do isolado

exibem grandes indices de remocao do
metal pesado, sendo a quitosana melhor
sistema removedor que a quitina.
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RESUMO

A industria téxtil € grande poluente, sendo a désdas os azocorantes, que tem efeitos
carcinogénicos e mutagénicos. A utilizacdo da bgmadalngica e de polimeros da
parede celular (quitina e quitosana), séo aplicadestudos de remocao, senkloicor
javanicus utilizado para os estudos. O isolado foi inoculan placas de Petri,
contendo meio SMA, sob 28°C, por 15 dias. O meid/Siel preparado para produgéo
de biomassa. O meio foi inoculado com cinco distosicélio, durante 20 dias, a 150
rpm, 28°C. As biomassas obtidas foram separadasqgsatestes utilizados de vivas e
inativadas (tratadas com formaldeido), como tamipéma a obtencdo da quitina e
quitosana pelo método de Synowiecky e Al-Khate®&9T). Foram adicionadas 200mg
das massas em solucbes com vermelho remazol nesnt@tdes de 1mg/L, 10mg/L,
50mg/L, 100mg/L, e 1000mg/L e colocados a 150 &, por 18 horas. Foi feita a
leitura do liquido metabdlico em espectrofotometacomprimento de onda de 500um.
Em resposta, o isolado demonstrou adaptacédo aateora melhor remocao foi pela
quitosana nas concentracdes de 1mg/L, 10mg/L e A0mg

Palavras-chave AzocoranteMucor javanicus Biorremediacéo.

INTRODUCAO processo de tingimento. A poluicdo de

corpos d’ dgua com estes compostos
Os corantes azo, aqueles que provoca, além da poluicdo visual,
apresentam como grupo funcional a alteragbes em ciclos bioldgicos,
ligacdo azo, ou seja -N=N-, sdo afetando principalmente processos de

fotossintese. Além deste fato, estudos
tém mostrado que algumas classes de
corantes, principalmente a dos

azocorantes, e seus subprodutos, podem
ser carcinogénicos e/ou mutagénicos

utilizados na tinturaria téxtil para corar
e pintar fibras naturais e sintéticas,
couros e peles, na tipografia a cores, e
ainda como aditivos de produtos
derivados do petréleo. As industrias de

corantes e as industrias téxteis sao,
respectivamente, as maiores produtoras
e usuarias de corantes azo. Produzem-se
anualmente toneladas destes corantes,

sendo cerca de 10 a 15% desses
compostos langados nos efluentes.
Assim, os efluentes téxteis se

caracterizam por serem altamente
coloridos, devido a presenca de corantes
gue ndo se fixam na fibra durante o

(KUNZ et al 2002; GUPTA & SUHAS,
2009).

Por todos estes motivos, 0 estudo de
novas alternativas para 0 adequado
tratamento de efluentes deve ser
considerado como uma prioridade.
Assim, surge a remediacdo biologica
como uma alternativa de grande
potencial por exibir baixos custos e
permitir a remocdo dos corantes de



solucbes aquosas (GUPTA & SUHAS,
2009; CRINI, 2006; CRINI & BADOR,
2008). O processo de descoloracao de
aguas residuais de corante por biomassa
(viva ou morta), e culturas microbianas
sao objeto de inumeros estudos (AKSU,
2005; MCMULLAN et al., 2001; FU E

VIRARAGHAVAN, 2001a; STOLZ,

2001).

Uma grande variedade de
microorganismos incluindo  algas,
leveduras, as bactérias e fungos
filamentosos, bem como moléculas
derivadas (quitina, quitosana,

polifosfatos) sdo capazes de descolorir
uma ampla gama de corantes com uma
alta eficiéncia (GUPTA & SUHAS,
2009; CRINI, 2006; CRINI & BADOR,
2008). Os estudos servem de base para
o entendimento do comportamento
celular frente a toxicidade do corante,
bem como para a identificacdo e busca
por materiais de origem microbiolégica
que possam atuar como sorventes
bioldgicos eficientes.

Espécies de fungos da ordem
Mucorales, Zygomycets, sao
amplamente utilizados na inddstria e em
processos biotecnolégicos, por exibirem
grande potencial na producdo de
metabdlitos secundérios e enzimas
extracelulares, além de atuando em
processos de biodeterioragdo e
biodegradacdo e biorremediacdo. O
grupo apresenta como componente
principal da parede celular a quitina,
que por deacetilagdo produz a
quitosana. Esses polimeros tém sido
citados como extremamente importantes
em diversas aplicacbes industriais e
biotecnolégicas (ALEXOPOULOS et
al., 2001). Dessa forma, a utilizacdo da
biomassa de fungos desse grupo
apresenta grande potencial como
material para remocao de xenobidticos.

MATERIAL E METODOS

O micro-organismd/Jucor javanicudoi
cultivado em meio Synthethic Medium
for Mucoralean (SMM) solido e
incubado em placas de Petri durante 15
dias a 28°C. A producdo de biomassa
fungica foi feita a partir de uma
suspensdo esporica de® Esporos/mL
inoculada em frascos Erlenmeyers
contendo 500mL de meio SMM caldo,
posteriormente colocados em shaker
orbital a 150rpm e 28°C durante 15
dias.

A biomassa obtida foi utilizada para
estudos de remocdo com a biomassa
lavada, inativada com uma solucdo de
formaldeido a 1%, e extracdo da quitina
e da quitosana. A quitina foi extraida de
acordo com método descrito por
SYNOWIECKY; AL-KHATEEB
(2997). O processo envolve
desproteinizacéo por hidréxido de sédio
2% (p/v), seguida de centrifugagéo,
hidrélise acida de acido acético 10%
(v/v), para obtencdo de quitina e
lavagens sucessivas com etanol e
acetona para a precipitacdo dos
polissacarideos. A quitosana foi obtida
por deacetilacdo da quitina. A biomassa
lavada, e inativa, a quitina e a quitosana
extraida foi testada nas seguintes
condi¢gbes: uma solugao de quitina 1%
(p/v) foi acrescentada 125 mL de uma
solugdo contendo corante vermelho
remazol, em frascos de Erlenmeyer, nas
concentracbes de 1 mg/L, 10mg/L,
50mg/L, 100mg/L e 1000mg/L, que
foram colocados sob agitagcdo a 150
rpm, a 28°C, durante 18 horas.

As amostras, nas condi¢bes citadas,
foram submetidas a espectrofotometria
para determinacdo da concentracdo do
corante. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. A eficiéncia de
remocao foi calculada de acordo com a
equacaoqg = (G - C)/m, onde G C
sdo as concentracdes inicial e final do



corante (mg/L), respectivamente e m a
massa da biomassa lavada, inativa,
quitina e quitosana (g).

Para estudos ultraestruturais, amostras
expostas ao corante foram submetidas
ao meétodo de rotina descrito por De
SOUZA, 2000, utilizando-se
microscopia eletronica de varredura —
JEOL SEM 5600LV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O setor téxtil, no Brasil, gera
aproximadamente 1,4 milhdo de
trabalhadores e um volume de negocios
no valor de US$ 20 bilhdes. Contudo,
gera impactos ambientais, devido a
presenca de corantes de dificil remocgéo
em seus efluentes (JAIN et al., 2003;
HO et al., 2003).

Apesar de reconhecer a
representatividade do setor para o
desenvolvimento econdmico nacional e
regional, verifica-se a necessidade de
tecnologias capazes de minimizarem 0s
danos que o setor pode causar para o
meio ambiente. Estima-se que, de uma
forma geral, 20% dos corantes téxteis
utilizados no tingimento dos tecidos
sejam descartados em efluentes devido
as perdas ocorridas durante o processo
(VIEIRA & VOLESKY, 2000;
KHALAF, 2008).

Os resultados obtidos para o potencial
de remocdo dos corante vermelho
remazol pela biomassa déMucor
javanicusestdo apresentados na Figura
01.

Percentual de remocgao do vermelho
remazol por Mucor javanicus.

Percentual de vermelho remazol (%).

| I B |

Figura 1. Percentual de remogé&o do vermelho remazol pondssa viva, tratada, quitina e quitosana.

Os dados revelam que a biomassa de
Mucor javanicusé capaz de remover 0s
corantes de solucdo aquosa. Além disso,
0 tratamento da biomassa com
formaldeido induziu aumento no poder
removedor do fungo.

Os ensaios realizados com os polimeros
quitina e quitosana, extraidos do fungo,
permitem inferir acerca do potencial dos
mesmos na remogao dos corantes

testados. Os dados comprovam que a
quitosana é mais eficiente na remocao
dos compostos.

Entre as inUmeras técnicas de remocao
de corante, a adsorcdo é o processo de
escolha e oferece o0s melhores

resultados, uma vez que pode ser usado
para remover diferentes tipos de agentes
recalcitrantes, incluindo corantes



(WONG et al., 2004; ZUBIETA et al.,
2008).

Modificacdes ultraestruturais também
sdo relatadas como resultado da
exposicao ao

Figura 2. Micros
sobre concentragdo de 1000 mg/L de vermelho remazol

Apbés a exposicdo aos Azocorantes
Vermelho remazol, observa-se um

aumento na espessura das hifas e
também um aumento na

eletrodensidade. Observa-se na imagem
da biomassa tratada com formaldeido
uma maior capacidade de remocao de

Figura3. Miscroscopia Eletrénica d

copia Eletronica de Varredura: A- Biomassaatia d

eletrondensidade e na espessura das
hifas foram visualizadas através da
microscopia de varredura observadas
nas Figuras 2 e 3.

ucor javanicus B- Biomassa tratada déucor javanicus

corante induzindo maiores espessuras e
eletrodensidade nas hifas do que as
encontradas em biomassa lavada,
levando em consideracdo o aumento de
sitios de ligagdo apOs a exposicdo a
inativacao do micélio.

R el S .
e Varredura: A- Quitd@Mucor javanicus B- Quitosana délucor

javanicussobre concentracdo de 1000 mg/L de vermelho rdmazo

A auséncia de material celular e

extracelular induz a estes polimeros a
uma alta capacidade de remocéo sendo
apresentado um esqueleto mais
eletrodenso. A presenca de grupos
ibnicos na quitosana resultou em uma
maior remocao comparada a quitina, o
gue conferiu uma remocao semelhante

nas concentracdes testadas do corante
vermelho remazol.

CONCLUSAO

O isolado foi capaz de crescer durante a
exposicao ao corante testado.



Os ensaios de remocdo do corante em
solugdo aquosa demonstrou que o0
isolado tem potencial, sendo o maior
potencial observado para a quitosana
em relacdo a quitina e a biomassa
tratada com formol em relagcdo a
biomassa lavada.

A analise ultraestrutural revelou

variagbes relativas a exposicao ao
corante: diferencas na eletrondensidade
da superficie celular.

Os dados apresentados revelam que o
isolado avaliado foi capaz de remover o
corante reativo Vermelho Remazol nas
condicOes testadas.
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RESUMO

A Saude Ambiental é afetada porinteracdes negaginae os humanos e o ecossistema.
Objetivou-serealizar uma revisao de literatura sddaide Ambiental, com intuito de
subsidiar projetos e/ou medidas de acdes preventisea a Saude Publica no Brasil.
Foi encontrado, entre os anos de 1984 e 2011, aballos. Dentre eles, 26 eram
artigos, 10 dissertacdes,7 teses e 1 livro, semdai@ria das publicacdesdas regides Sul
e Sudeste, com 36 publicacbes entre os anos de €00QR11. Com o estudo
realizadopode se concluir que € necessario se mtaplanedidas preventivas para
minimizar a degradagdo ambiental, melhorando desseira o bem estar e a qualidade

de vida da populacéo, consequentemente, a SautleaFirasileira.

Palavras chavesSaude do ambiente; Saude da populagéo; Educacao.

INTRODUCAO

O homem desde o0 seu surgimento vem
alterando o ambiente de acordo com as
suas necessidades. Por volta do século
XVIIl, desde o inicio da Revolugéo
Industrial, essas mudancas tém sido
intensificadas, acarretandoem agravos
nas condi¢cdes ambientais.

Os problemasambientais decorrentes da
industrializacdo e urbanizacdo, como a
falta de saneamento basico,a poluicdo
dos mares e rios, a poluicdo industrial
ea auséncia de infraestrutura urbana,
interferem drasticamente na saude dos
seres humanos (VAZ et al., 2005). De
acordo com Ribeiro (2004), esses
problemas sdo comuns no Brasil, devido
a falta de planejamento da urbanizacdo

das cidades, levando a ocorréncia
dediversas patologias, como doencas
infectocontagiosas que estao
relacionadas a presenca de vetores e a
contaminacdo da &gua e as doencas
cronico-degenerativas
basicamente,relacionada a poluicao
ambiental, a ma qualidadedos alimentos
e ao estresse.

Desta forma, surge a necessidade de
estudos voltados a saude ambiental,
definida por Alves (2008), como uma
subarea da Saude Publica que se destina
a investigar a interacdo entre a saude
humana e os fatores ambientais (natural
e antropico) que a determinam,
condicionam e influenciam, a fim de
contribuir com a melhoria da qualidade
de vida do ser humano. As pesquisas
nesta area do conhecimento sdo de



grande relevancia cientifica pelo fato de
auxiliarem na busca e no
aprimoramento de acgfes que visem
melhorias para a preservacao do meio
ambiente.

No Brasil, a saude ambiental é
operacionalizada pela Vigilancia em
Saude Ambiental que realiza um
conjunto de acdes que proporcionam o
conhecimento e a deteccédo de mudancas
nos fatores determinantes e
condicionantes do meio ambiente, que
interferem na sadde humana, com a
finalidade de identificar as medidas de
prevencdo e controle dos fatores de
risco ambientais relacionados as
doencas ou a outros agravos a saude
(BRASIL, 2007).

Neste contexto, o presente trabalho
objetivou realizar uma revisdo de
literatura sobre Saude Ambiental, com
intuito de subsidiar projetos e/ou
medidas de acdes preventivas para a
Saude Publica no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Arevisdo de literatura foi realizada a
partir de material disponivel em
periddicos nas bases de daddsielo
(ScientificElectronic Library Online),
Google académico e Biblioteca Digital
Brasileira de Teses e Dissertacoes
(BDTD).Os descritores utilizados na
busca de dados foram: saude ambiental,
qualidade de &gua, doencas veiculadas
pelo solo, poluicdo ambiental e
catastrofes.

A coleta de dados foi realizada durante
0S meses de maio e junho de 2011. A
selecdo do material bibliografico foi
com base na leitura dos resumos de
artigos, dissertacbes e teses.Foram
encontradas contribuices cientificas
publicadas entre 1984 e 2011 sendo
categorizados em trés grupos
distintosGrupo A: publicacbes dos
anos de 1984 a 1993Grupo B:

publicacdes dos anos de 1994 a 2002,
Grupo C: publicacbes dos anos de 2002

a 2011.A apresentacéo dos resultados
seguird com o nome do Estado onde a
publicacdo foi realizada, com numero

de trabalhos publicados com referéncia
ao tema dispostoentre parénteses.

RESULTADOS E DISCUSSAO

cinco descritores
foram analisados 44
oriundos dos seguintes
Estados brasileiros: A. Regido
Nordeste{Alagoas=1), (Bahia= 1),
(Paraiba= 2) e(Rio Grande do Norte=
1); B. Regido Centro-OestdDistrito
Federal= 2) e(Goids= 1)C. Regiao
Sudeste (Minas Gerais= 1),(Rio de
Janeiro= 7) e(Sao Paulo= 19D.
Regido Sul (Santa Catarina= 1),
(Parana= 3) e(Rio Grande do Sul=5)

Os respectivos trabalhos  foram
publicados em: artigos (26), dissertacéo
(10),tese (7) e livro (1) e quanto ao ano
de publicagdo:Grupo A: 1984-1993
(2); Grupo B: 1993-2002 (8);Grupo

C: 2002-2011 (35). Os
estudosretrataram a Saude Ambiental
(13), a qualidade de agua (7), doencas
veiculadas pelo solo (1), poluicdo
ambiental (20)e catéstrofes (3).

Dentre os 13 trabalhos referentes a
Salude Ambiental encontra-se a
publicacdo de Blessmann (2010),
ressaltou que incentivos a estudos
voltados a Saude Ambiental se da em
prol da promocédo e da protecdo a saude
dos cidadaos, cuja expressdao material
concretiza-se na busca do direito
universal a saude e de um ambiente
ecologicamente equilibrado em
consonancia com o0s principios e as
diretrizes do Sistema Unico de Saude
(SUS), do Sistema Nacional de Meio
Ambiente (SISNAMA), do Sistema
Nacional de Gerenciamento de
Recursos Hidricos (SINGREH) e de

Com base
utilizados
trabalhos,

nos



outros afins.

Dessa forma, a Saude Ambiental em
conjunto com outros programas do
SUS, como,por exemplo, a Vigilancia
em Saude Ambiental, fiscaliza os
fatores que promovem a degradacéo do
meio ambiente, visando evitar riscos a
saude humana. A deterioracdo dos
ecossistemas aumenta as chances de
surgimento de novas doencas, sendo
assim urge a iniciativa de implantacéo
de programas governamentais que
propiciem o controle destes riscos, bem
como investimentos em programas de
educacao ambiental.

Segundo Alves (2008), a educacéao
ambiental tem por finalidade promover
novas formas de condutas nos
individuos e respeito ao meio ambiente,
cujos objetivos estdo direcionados para
as questbes ambientais em todos os

niveis, através da promocao do
conhecimento, conscientizagao,
comportamento, habilidades e

participacdo social. A responsabilidade

de produzir saude, ndo € exclusividade
do setor de Saude. Estudos apontam que
os resultados na saude da populacéo,
por meio da melhoria na educagéo, no
transporte, na coleta e no destino dos
residuos, na cultura, no esporte, no lazer
e na defesa da qualidade ambiental séao
muito mais intensos e duradouros do

que aqueles propiciados pela prestacao
de servicos assistenciais (BRASIL,

2007).
A qualidade da agua também é um
importante  fator que deve ser

monitorado tendo em vista a cobertura
daSaude Publica. Este controle de
gualidade destinada ao consumo
humano deve ser realizado desde os
sistemas produtores(mananciais,
captacdo e tratamento) aos sistemas de
distribuicdo (reservatério e redes de
abastecimentos), que normalmente é
realizado pela empresa responsavel de
saneamento local e monitorada pelas

Secretarias de Saude  Estaduais
(D’Aguila, 2000).

Lazzarotto (2005) afirmou que a ma
gualidade da agua consumida pela
populacdo estd estritamente relacionada
com a atuacdo da vigilancia
epidemiologica que se destina a estudar
a incidéncia e prevaléncia das doencas e
do impacto das medidas de
monitoramento e controle utilizadas,
bem como a inter-relacdo com as acoes
de saneamento, visando o controle ou a
eliminagéo dos riscos.

Meneses (1993) relatou que quando se
tem um bom abastecimento de agua
esimultaneamente ha um
direcionamento adequado dos dejetos,
maximiza 0 combate as endemias mais
frequentes como: esquistossomose,
verminose, shigueloses, febre tifoide,
entre outras.

Conforme Charriere et al. (1994) e
Kramer et al. (1996), os riscos a saude
relacionados com os recursos hidricos
podem ser distribuidos em duas
categorias principaisCategoria 1 -
Riscos relativos a ingestdo de agua
contaminada por agentes biolégicos
(virus, bactérias e parasitas), através de
contato direto ou por meio de insetos
vetores que necessitam da dgua em seu
ciclo biologico; Categoria 2 Riscos
derivados de poluentes quimicos e
efluentes de esgotos industriais.Os
principais agentes biolégicos
descobertos nas aguas contaminadas sao
as bactérias patogénicas, 0s virus e 0s
parasitas.

De acordo com D’Aguila (2000), as
bactérias patogénicas encontradas na
agua e alimentos constituem uma das
principais fontes de morbidade em
NOSsSO meio e sao as responsaveis pelos
numerosos casos de enterites, diarréias
infantis e doencas epidémicas (como a
febre  tifoide), com resultados
frequentemente letais. Os  virus
comumente encontrados nas aguas
contaminadas por dejetos humanosséo



os da poliomielite e da hepatite
infecciosa. O parasita que pode ser
ingerido através da &gua destaca-se o
protozoariecntamoebahistolytica
causadora da amebiase, encontrado,
sobretudo em paises quentes e em locais
onde existem mas condi¢des sanitérias.
Doencas causadas por agentes
biolégicos ocorrem comumente no
Brasil, por ser um pais com clima
propicio aodesenvolvimento destes
agentes, bem como pela falta de
estrutura e fiscalizacdo das cidades,
além dos agravantes da escassez de
agua e alimentos potaveis em algumas
regides do pais.

A gualidade da agua € um termo que
nao se restringe a determinacdo da
pureza da mesma, mas as suas
caracteristicas desejadas para 0s seus
diversos usos, portanto para se
caracterizar a qualidade da agua séo
utilizados diversos parametros, 0s quais
representam as suas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas (BILICH
et al. 2005). No Brasil, principalmente
nas grandes capitais a agua a ser
consumida pela populacao passa por um
sistema de tratamento onde sao
avaliadasas suas caracteristicas, bem
como adicionado o cloro. Contudo, ap6s
tratamento da agua e antes de ser
consumida pela populacéo, esta podera
estar contaminada, em virtude da ma
manutencdo da rede de distribuicdo e
dos reservatorios de agua.

Os consumidores de forma geral nao
tém habito de realizar a manutencao,
limpeza e higienizacdo dos reservatorios
residéncias e instalacbes prediais, e,
qguando utilizam aguas de outras fontes
como complemento, ndo conhecem as
limitacObes e a possibilidade de estar
contaminada (D’AGUILA, 2000).Sendo
assim, além da necessidade de
intensificar a manutencédo da qualidade
de agua e a distribuicdo de agua para
populacdo, € importante que haja a
implementacéo de acdes educativas que

esclarecam as pessoas como devem ser
mantidos os reservatérios de agua, e
guando a agua utilizada ndo passa por
tratamento, se faz necessario informar
as possibilidades de desinfeccdo desta
agua, para que assim esteja em
condicdes propicias ao consumo.

Com referéncia a doencas veiculadas
pelo solo foi encontrado na publicagcéo
de Cassenote et al. (2010), que a
concentracdo de cdes e gatos em
areasurbanas, associada a um namero
cada vez maiscrescente da populacao
errantes desses animais,tem um papel
epidemioldgico importante
nacontaminacdo do solo em locais
publicos como pracas e parques. A

disseminacdo de infeccbes  por
variadosgéneros de parasitas
(nematodides, cestoides e  micro-
organismos eucariontes) séo

correntementedescritos como riscos a
saude dos animais,e sobdeterminadas
condicbes podem ser transmitidosao
homem comprometendo a sua saude.
Além dos animais, outros fatores
representam riscos a saude humana
como a contaminacdo do solopor
agrotoxicos, esgotos despejados em
ambientes inadequados, depoésitos de
lixodomésticos irregulares eescoamento
de substancias quimicas téxicas que
podem afetar o sistema gastrointestinal,
cutineo e até mesmo o0 sistema
neurolégico.Cassenote et al. (2010)
complementa que € necessario
desenvolver junto as comunidades,
acOes centradas em praticaseducativas e
preventivas, dentre elas: higiene
pessoal, saneamentobasico e, ainda,
implementar de forma rigorosa a
legislacdo que proibe animais em locais
publicos como praias, parquese pragas,
uma vez que sdo medidas profilaticas
importantes que facilmente podem
sertomadas.
Entre os trabalhos referenciados sobre
poluicio ambiental, destacou-se o0s
artigos de Braga et al., 2002 e Campos



(2002), que tratam da poluicdo
atmosférica como um dos principais
temas de interesse no meio cientifico.
Matsumoto (2001), afirmou que a
poluicdo ambiental € um problema ja
existente, e nao solucionado, nos
grandes centros urbanos e que vem se
estendendo para outros centros em
expansao populacional e industrial.

O Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) em sua
Resolucdo 03/90 de 28/06/1990 definiu
poluente atmosférico como sendo
qualquer substancia presente no ar, que
pela sua concentracdo, possa torna-lo
improprio, nocivo ou prejudicial a saude
da fauna e flora. O nivel de polui¢do do
ar, segundo Lyra (2008),6 avaliado
através da quantidade e do tipo de
substancias poluentes presentes, que
dessa forma o tornam nocivo a Saude
Publica,assim como a fauna e a flora.
Atualmente, os efeitos da polui¢cdo do ar
adversos a saude humana constituem
importante tema de Saude Publica
(TOLEDO, 2010).De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS,
2006), dentre os sistemas organicos
humanos mais estudados em relagcéo a
exposicdo aguda e/ou cronica aos
poluentes encontram-se o0 sistema
cardiorrespiratorio, o] sistema
reprodutivo e 0 sistema nervoso central.
Conforme, Maluf (2008), estudos
epidemiologicos  demonstraram  de
maneira dramatica que niveis elevados
de poluicdo  atmosférica  estédo
diretamente associados aos episodios de
aumento de morbidade e de mortalidade
de origem cardiovascular,
carcinogénese, processos alérgicos,
doencas infectocontagiosas, doencas
enddcrinas e, ainda, de mortalidade
intrauterina e defeitos congénitos.
Saldiva et al. (1995) ressaltou que em
diversos estudos realizados comprovou-
se a existéncia de uma forte associacao
entre a alta concentracdo da morbi-
mortalidade de doencas causadas pela

poluicdo atmosférica com taxas mais
elevadas entre os grupos de criancas e
idosos.Zanchi(2010) ainda afirmou a
existéncia de um novo grupo que
sobressai com indices de altos casos,
gue € a mulher em estado gestacional,
pois a exposicdo materna aos poluentes
pode afetar o desenvolvimento fetal
tanto em seres humanos como também
entre 0s animais.

Os poluentes podem ser liberados a
atmosfera de duas maneiras: de forma
natural (pelos processos biolégicos e
erupcdes vulcanicas) e de forma
antropogénica (através dos carros e dos
dejetos  industriais), esta Ultima
apresenta uma visdo mais ofensiva ao
meio ambiente e a saude humana.Sendo
assim, devido a esses fatorese pelos
varios efeitos adversos a saude publica é
necessario que haja estimulos a
atividades de conscientizacdo da
populacdo, bem como um aumento na
inspecdo do governo e determinacao de
leis que proibam e punam o excesso de
poluentes liberados para a atmosfera,
em virtude da poluicdo ambiental ser
considerada como uma importante
causa de patologias. Todavia, ndo deve
ignorara poluicdo do solo e das aguas,
sdo contribuintes da morbidade e
mortalidade dos seres humanos e de
diversos animais, bem como ocasionam
propiciam mudancas climaticas
abruptas e escassez de recursos, tendo
como consequénciao desequilibrio dos

ecossistemas que afetard a vida
mundialmente.
Dentre os trabalhos relacionadosas

catastrofesdestacou-se a publicacdo de
Marino (2008), onde afirmou que o0s

principais fenémenos relacionados a

desastres  naturais em territorio

brasileiro sdo os deslizamentos de
encostas e as inundacbes, que estao
associados a eventos pluviométricos
intensos e prolongados, repetindo-se a
cada periodo chuvoso mais severo. Mas
ainda,ndo menos importante, destaca-se



os fenbmenos como a seca e O0S
incéndios florestais (BID, 2000).

As catéstrofes naturais tém sido a causa
de frequentes problemas que afetam a
saude das populagcbes, bem como
representam  obstaculos sérios ao
desenvolvimento das comunidades
atingidas, a medida que se consomem
ponderaveis recursos financeiros para a
reparacao dos danos sofridos
(GUIMARAES, 1984). O principal
efeito negativo que esses desastres
podem causar a Saude Publica é a
proliferacéo de doencas
infectocontagiosas como a leptospirose
e a coOlera, entretanto, podemocorrerde
forma mais contundente a
desestruturacao psicologica das pessoas
residentes em areas afetadas, além da
escassez de alimentos saudaveis.
Conforme dados do EM-DAT (2007),
ocorreram 150 registros de desastres no
periodo de 1900 a 2006, do total
ocorrido, 84% foram computados a
partir dos anos da década de 70,
demonstrando um aumento consideravel
de desastres nas Uultimas décadas, e
como consequéncia foram
contabilizados 8.183 vitimas fatais e um
prejuizo de aproximadamente 10
bilhdes de dolares. As inundagbes séo
0S processos que produzem as maiores
perdas econdmicas e 0s impactos mais
significativos na Saude Publica,
entretanto os deslizamentos de terras
geram maior numero de vitimas
fatais(MARINO, 2008).

Devido ao alto numero de vitimas e ao
crescente aumento deste nimero com o
passar dos anos, € notdria a necessidade
de medidas que transformem esses
dados. O primeiro passo seria modificar
as Politicas Pdblicas existentes,
implantar legislacdo adequada com
fiscalizagdo, melhorar o0s recursos
humanos e financeiros,realizar obras de
infraestruturacom  incorporacdo de
normas e procedimentos de prevencéao e
gestdo ambiental, criar sistemas de

informagédo e alerta para populagéo,
com ampla abrangéncia e eficiéncia,
com intuito de preparar a populagéo
para que possam agirdurante 0s
acontecimentos(CASTRO, 2001).

CONCLUSAO

A partir da revisao literaria realizada
neste trabalho é possivel afirmar que
existe a necessidade de aumentar o
namero de estudosbrasileiros que
abordem os fatores que possam afetar a
Saude Ambiental, em todas as regides
brasileiras, principalmente na regiédo
Norte do pais, onde ndo houve registro,
uma vez que estudos desta natureza
podem direcionar a implantacdo de
medidas mitigadoras, além de subsidiar
0S principais problemas ocorrentes na
saude ambiental.

E importante que as acbes sejamde
carater politico e legislativo,mas
principalmente voltadas para educacédo
em saude. Assim, a populacdo
consciente e com responsabilidade
ambiental modificara o panorama atual,
e, consequentemente diminuird os riscos
adversos a Saude Publica.
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RESUMO

O conhecimento da micobiota do solo pode levar escabrimento de processos
metabolicos utilizados por organismos que podegfoiraportantes para interacdes
ambientais e em aplicacdes biotecnoldgicas. Osofungfo produtores de uma
diversidade de enzimas extracelulares pogem ter aplicacdo em diversos processos
nas industrias. Entre os fungos citados, espéeiedicillium se destacam por serem
amplamente conhecidas pelas caracteristicas e ida@@tde enzimas de interesse
industrial produzidas. O presente trabalho teve glgetivo avaliar a producao de
protease por espécies Eenicillium As espéciePenicillium chrysogenum, Penicillium
communePenicillium purpurogenune Penicillium verruculosumdentificadas, foram
transferidas para o centro da placa de Petri cdaten meio de caseina e foram
incubadas a 28°C * 1°C por sete dias, ap0s esitedpdioram visualizados os halos de
degradac&o. Para obtencio dos indices enzimétmagilizado o indice de Relacéo
Enzimatica (IRE = D/d), em que D equivale ao diamébtal (halo + colbnia) e d
equivale ao diametro da colbnia. Os resultadoslobtneste trabalho demonstraram que
as espéciePenicillium chrysogenum e Penicillium commuwsemelhores IRE, sendo
indicadas para estudos de producdo em meio liquad serem aplicadas em processos

biotecnolégicos.

Palavras-chave:Fungos; Caseina; Atividade Proteolitica.

INTRODUCAO

O solo é um recurso natural essencial
para o funcionamento do ecossistema
terrestre, e representa um balanco entre
os fatores fisicos, quimicos e
biolégicos. (PEREIRA et al., 2007). O
aporte de matéria organica, pH e a
umidade sao considerados os elementos
principais para a formacdo das
comunidades fungicas do solo que
podem variar de f0a 10 organismos
por grama de solo (BRANDAO, 1992).

O conhecimento da micobiota do solo,
além de fundamental para o
levantamento taxondémico das
populacdes que ali se encontram, pode

levar ao descobrimento de processos
metabolicos  utilizados por estes
organismos que poderao ser importantes
para as interacbes ambientais e em

aplicacoes biotecnologicas
(RUEGGER; TAUK-TORNISIELO
2004).

Os microrganismos sé@o bons produtores
de diversas substancias, sendo bastante
utilizados como fontes de enzimas
comerciais, devido a sua propriedades
fisiologicas e bioquimicas, e pela
facilidade de -cultivo e manipulagcéo
(RODARTE et al, 2011)

Os fungos sdo produtores de uma
diversidade de enzimas extracelulares
gue podem ter aplicacdo em diversos



processos nas industrias. Entre o0s
fungos citados, as espécies de
Penicillum se destacam por serem
amplamente conhecidas pelas
caracteristicas e quantidade de enzimas
de interesse industrial produzidas, além
de antibidticos e outras substancias.

As enzimas produzidas por fungos sao
amplamente utilizadas nas induastrias
alimenticias (celulase, protease,
amilase), téxteis (amilase e celulase), de
couro (protease), de detergentes
(protease, celulase e  amilase),
farmacéuticas, de fermentacdo e de
papel (RUEGGER; TAUK-
TORNISIELO, 2004; ALVES et al.,
2002; GUIMARAES et al., 2006).

Entre as enzimas citadas estao proteases
que sdo enzimas capazes de hidrolisar a
ligacdo peptidica em uma molécula de
proteina. S&o Iimportantes para a
industria, e constituem 60% do mercado
total de enzimas industriais. Esta €
usadas para o0 processamento de
alimentos, produtos farmacéuticos, de
couro, tratamentos de residuos
industriais e aditivo detergentes
(GERMANO et al.,2003; RODARTE

et al., 2011).

Proteases fangicas tém frequentemente
substituidas por outras fontes de
enzimas, porque elas sdo facilmente
obtidas, principalmente a partir de
espécies de Mucor, Rhizopus
Aspergilluse Penicillium (SAMPAIO E
SILVA et al., 2011)

O presente trabalho teve por objetivo
avaliar a producdo de protease por
espécies dPenicilliumisoladas de solo.

MATERIAL E METODOS

Coleta do solo

A coleta das amostras de solo foi

realizada no municipio de Toritama-PE.

As amostras de solo foram coletadas a
20 cm de profundidade, em trés pontos
aleatorios, constituindo-se uma amostra.

Isolamento dos fungos

Para obtencdo das coldnias fungicas foi
realizada a técnica de suspensdo
sucessiva de acordo com Clark (1965),
em que 25 g de amostra de solo foram
homogeneizadas em 225 mL de &gua
destilada esterilizada. As diluicées €10

e 10% foram plaqueadas em Agar
Sabouraud, acrescido de cloranfenicol
(100 mg.L") (LACAZ et al., 1991) e as
placas foram incubadas a 28°C, durante
cinco dias. As colonias fungicas
distintas (caracteristicas macroscopicas)
foram purificadas através da técnica de
esgotamento por estrias (RIBEIRO;
SOARES, 2002) em Agar Sabouraud
adicionado de cloranfenicol (100 mg.L
') e incubadas a 28°C durante trés dias.

Identificagdo dos fungos

ApoOs a purificacdo, as amostras foram
transferidas para meios especificos
(Agar Czapeck e Agar Malte) contidos
em tubos de ensaio (18 x 180 mm) para
identificacdo ao nivel de espécie
observando as caracteristicas
macroscopicas (textura, coloracdo e
didmetro das colénias) e microscopicas
(microestruturas), com base na literatura
especializada para identificacdo de
Penicillium (DOMSCH et al., 1993;
PITT, 1988, 1991; SAMSON;
FRISVAD, 2004).

indice enzimatico dos fungos
Fragmentos de cada cultura fangica
com sete dias de crescimento em Agar
Extrato de Malte foram transferidos
para o centro da placa de Petri contendo
0 meio de caseina (LACAZ et al., 1991)
e as culturas foram incubadas a 28°C *
1°C por sete dias. ApGs este periodo, foi
adicionada as placas a solugédo
acidificada de cloreto de mercurio para
visualizagdo do halo de degradagao.
Todas as analises foram realizadas em
triplicatas.

Para obtencdo dos indices enzimaticos,
foi utilizado o Indice de Relacéo
Enzimatica (IRE = D/d), em que D



equivale ao diametro total (halo +
colonia) e_d equivale ao diametro da
colbnia (TIAGO; SILVA, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas quatro espécies de
Penicillium (Tabela 1). As espécies
identificadas foram  Penicillium
chrysogenum, Penicillum commune,
Penicillium purpurogenum e
Penicillium verruculosum Resultados
semelhantes foram observados por
Cavalcanti et al. (2006), que isolaram e
identificaram fungos de solo de caatinga
na regido Xingo.

Das espécies d@enicillium testadas,
todas apresentaram capacidade de
degradar a caseina, que foi observada
através da visualizagdo do halo de
degradacdo (Figura 1). Atividade
proteolitica foi observada para os
géneros Acremonium Fusarium e
Penicillium, fungos endofiticos de
Annonaspp (SILVA et al., 2006).

Quanto ao indice de relacdo enzimatica
(IRE) das espécies testadBgnicillium
chrysogenum e Penicillium commune
apresentaram maior capacidade de
degradar a caseina, com indices de
relacéo enziméatica semelhantes
(IRE=1,47) (Tabela 1). Rodarte et al.
(2011) verificaram, em meio solido, a
atividade proteolitica de espécies
Penicillium, entre estasPenicillium
chrysogenumisoladas gatrtir de frutos
de café Coffea arabica L.).
Chrzanowska et al. (1993) e
constataram que  Penicillium
chrysogenumfoi um dos melhores
produtores de protease entre varias
espécies dPenicilliumtestadas.
Chrzanowska et al., (1995) em
estudos sobre as caracteristicas e
purificacdo de protease produzida por
Penicillium camembertbbservou que a
enzima produzida apresentava
qualidade comparada a protease
produzida poPenicillium janthinellum

Nas espécie®enicillium verruculosum

e Penicillium purpurogenumtambém

foi observada a capacidade de degradar
a caseina com indice de relacdo
enzimatica, respectivamente (IRE=1,28
e IRE=1,20) (Tabela 1).

Germano et al (2003) analisaram a
producdo de protease p&enicillium

sp. através da fermentacdo em estado
solido, e observaram uma boa producao
desta enzima sugerindo a possibilidade
de utilizagcdo desta metodologia para a
producado de protease, ja que o substrato
€ de baixo custo, viabilizando a
producdo em escala industrial.

Tabela 1: Indice de Relacdo Enzimatica
(IRE) para protease de espécies de
Penicillium.

Espécies IRE
Penicillium chrysogenum 1.47
Penicillium commune 1.47
Penicillium purpurogenum 1,20
Penicillium verruculosum 1.28

Figura 1. Halo de degradacdo da caseina das
espécies dPenicillium



CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram que as espécies de
Penicillum apresentaram atividade
proteolitica. Os fungos isolados de solo
do municipio de  Toritama—PE
apresentaram bons indices enziméticos
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RESUMO

Espécies dd&Geotrichumvem sendo objeto de estudos devido a sua capecided
produzir lipases, aumentando assim sua aplicab#didam escala industrial. Os
objetivos deste trabalho foram analisar culturasGedetrichumpreservadas sob 6leo
mineral quanto caracterizacdo e producao de lipaskgando 6leos vegetais como
substratos. Foram realizadas a reativacdo dagasikua observagdo das caracteristicas
morfofisioldégicas. A atividade lipasica foi realda utilizando Tween 20 como
substrato e em fermentacdo por cultura submersa dde oliva, mamona, pequi,
andiroba, dendé, usado de cozinha, girassol, gergabpaiba e hortelda como fontes de
carbono. Das 18 culturas preservadas sob 6leo ahirigt permanecerem viaveis. No
“screening” em meio sélido apenas a culturaGdecandidumURM3135 foi capaz de
apresentar halo de degradacao de 3,2 mm, entretanfermentacdo submersa com o0s
Oleos testados todas as culturas produziram lipasesatividades que variaram de 2,78



a 16,93 U/mL apo6s 96 horas de fermentacéo, senstacdelo Geotrichum candidum
URMS886. Conclui-se que as culturas de Geotrichutocagdas na Micoteca URM séo
capazes de manter as caracteristicas morfofisa@ége a capacidade de produzir
lipases, destacando-se éandidumURM 886 uma espécie promissora para producao
de lipases com perspectiva de aplicagdo em eschlatrial.

Palavras-chave:Getrichum Oleo Mineral; Lipases.

INTRODUCAO

Geotrichum é uma  “levedura
artrosporada” ou “fungo
leveduriforme”, descrito em 1809 por
Link, sendo as espécies isoladas de
varios habitats, tais como solo,
gramineas, silagem, plantas, frutas,
alimentos para animais, insetos, homem
e outros mamiferogBarnett et al,
1990). Espécies deeotrichumém sido

0 objeto de estudos bioquimicos e
fisiolégicos devido ao potencial
biotecnolégico, pela capacidade de
produzir lipases especificas para acidos
graxos insaturados (Hasahal, 2006).

A importancia desses microrganismos
na producdo de lipases é devida a
producdo de enzimas extracelulares,
tornando facil a recuperacdo no caldo
ou residuo fermentado, facilitando o
processo de producdo e processamento
(Alonso, 2001; Said e Pietro, 2004).
Dentre as enzimas, as lipases tém alto
interesse biotecnologico, e sdo aplicadas
em escala industrial, na produgéo de
alimentos, detergentes, cosmeéticos e
farmacéuticos (Jaeger e Reetz, 1998) e
representam um mercado com grande
potencial de crescimento (Mladenoska e

Dimitrovski, 2001; Burkert et al,
2004).

Lipases sdo classificadas como
hidroliticas, glicerol éster hidrolases

(E.C.3.1.1.3), que atuam sobre ligacdes

éster-carboxilicos presentes em
acilglicérois, liberando diglicerideos,
monoglicerideos, &cidos graxos e

glicerol. Estas enzimas sédo encontradas

na natureza, a partir de tecidos animais,
vegetais e de microrganismos, atuando
sobre as ligacbes éster — carboxilicos
presentes em acilglicérois, liberando
diglicerideos, monoglicerideos, &acidos
graxos e glicerol, constituindo uma
classe especial de esterases (Jaeger e
Reetz, 1998; Pandeyt al, 2000;
Carvalhoet al, 2003).

O uso de enzimas produzidas a partir
desses microrganismos nas industrias
permite o desenvolvimento de processos

tecnolégicos muito  proximos aos
eficientes processos  tecnoldgicos
executados pela natureza.
Tradicionalmente, as lipases eram

extraidas do pancreas de animais, porém
devido as dificuldades de acesso ao

material de origem animal houve
aumento no interesse por lipases
microbianas, especialmente as

produzidas por fungos (Hasast al,
2006).

As lipases vém conquistando uma faixa
crescente do mercado de enzimas
industriais, pois sao amplamente
utilizadas nas indastrias de alimentos
para modificagcdo do sabor (Saxesia
al., 1999; Alonso, 2001; Hasan, 2006),
farmacéutica, para digestdo de Oleos e
gorduras nos alimentos (Tamalampudi
et al, 2008), detergentes para hidrélise
de gorduras (Castroet al, 2004),
tratamento residuais para remocao de
substancias oleosas (Maldonado, 2006),
medicina para determinagdo de
triglicerideos no sangue (Teixeira,
2001) e no setor de combustiveis para
sintese de ésteres e transesterificacao do



Oleo para a producdo de biodiesel
(Pereira, 2004).

Alguns  microrganismos  produzem
baixa quantidade de enzimas
dificultando sua aplicagéo industrial,
porém, na maioria dos casos, adotando-
se métodos simples como a utilizagao
de um meio de cultura especifico e
otimizado, ou seja, modificando a
composicao do meio (fonte de carbono,
fonte de nitrogénio, sais e indutores). O
desenvolvimento de pesquisas com o
uso de substratos de baixo custo para
obtencdo de enzimas tem sido uma
alternativa para reduzir os custos de
producao (Bocchirgt al, 2005).
Considerando os estudos com espécies
de Geotrichum e principalmente a
importancia desses como produtores de
lipases, objetivou-se analisar culturas de
Geotrichum preservadas sob dleo
mineral quanto a viabilidade do método
de armazenamento, caracterizacao
lipdsica, producdo de Ilipases e
caracterizagdo  bioquimica  dessas
enzimas utilizando substratos de baixo
valor comercial.

MATERIAL E METODOS

Culturas de Geotrichum

Foram utilizadas 18 culturas de
Geothichummantidas e fornecidas pela
Micoteca URM, do Departamento de
Micologia do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco.

Culturas sob  dleo
mineral

Método proposto por SHERF (1943),
consiste em recobrir culturas jovens
cultivadas em meios de cultura
especificos para desenvolvimento do
fungo a ser preservado, contido em tubo
de ensaio, com uma camada de 1 cm de
altura de 6leo mineral. A manutencao
pode ser a temperatura ambiente ou de
acordo com a necessidade do fungo,
sendo 0S tubos mantidos

preservadas

permanentemente na posicdo vertical
para que o 6leo ndo toque nos tampos
de algodao (Smith; Onions, 1994).

Para reativacdo, fragmento da cultura
foi transferido para caldo glicosado,
incubados a 2&. Apds cinco dias de
crescimento, as culturas  foram
repicadas para Agar Batata Dextrose
(BDA) contido em tubo de ensaio para
verificar a viabilidade e pureza.

Condicdes de crescimento para
caracterizagao lipasica

Para caracterizacao lipasica, fragmentos
de culturas de Geotrichum foram
inoculados no centro da placa de Petri
contendo BDA. Apds sete dias de
crescimento foi retirado um disco de 5
mm de diametro, sendo 0 mesmo
inoculado no centro da placa de Petri
contendo meio especifico para deteccao
lipasica.

Screening de lipases em meio sélido
Para determinacdo da capacidade
lipolitica, discos de micélio com 5 mm
foram transferidos para o centro da
placa de Petri contendo 10g peptona, 59
cloreto de sodio, 2g cloreto de calcio,
20g agar e 10mL de Tween 20, ajustado
o pH para 7,4, proposto por Sierra
(1957) em triplicata.

As culturas foram incubadas em BOD
(Biochemical Oxygen Demand)
(TECNAL TE424) a 37°C e 28°C,
observadas durante 24, 48, 72 e 96
horas, evidenciando-se um halo claro
em torno das col6nias indicativo de
atividade lipolitca. O  indice
Enzimatico (IE) foi expresso pela média
aritmética da relagdo entre o diametro
do halo e o diametro do crescimento da
colonia segundo Hankiet al. (1971) e
Hankin e Anagnostakis (1975).
Screening de cultura
submersa

A fermentacdo submersa foi realizada
em 50 mL do meio contendo 1% (v/v)
de 6leo de oliva adicionado de 0,5 %

lipases por



(p/v) extrato de levedura, pH inicial 6,0
a 6,5 contidos em Erlenmeyers de 250
mL inoculados com discos de micélio
de 5mm de diametro. Para a
fermentacdo, os Erlenmeyers foram
incubados por 96 horas a temperatura
de 28°C, em duplicata. Apoés
fermentacdo, as amostras foram
fillradas e o sobrenadante utilizado
para dosagem da atividade lipasica
segundo o método titulométrico de
acordo com a equacao determinada por
Watanabe (1977).

Para verificar e selecionar o melhor dleo
vegetal para producéo de lipases, o 6leo
de oliva foi substituido na mesma
proporcdo pelos seguintes 06leos
vegetais, mamona, copaiba, piqui,
girassol, andiroba, gergelim, dendé,
hortela e Oleo de cozinha usado. O
experimento foi conduzido nas mesmas
condicOes da metodologia original.

Atividade lipolitica em cultura
submersa

Foram utilizados Oleos de oliva,
mamona, copaiba, piqui, girassol,

andiroba, gergelim, dendé, hortela e
0leo de cozinha usado (10% m/v) como
substratos para dosagem da enzima, 0s
guais foram emulsionados por trés
minutos com goma arabica (5% p/v) em
agua destilada. A 5 mL desta emulsao
foi adicionado 1 mL do extrato
enzimatico bruto, incubado por 1 hora a
37°C, posteriormente titulados com uma
solugdo de NaOH (0,05 M) segundo
Watanabeet al. (1977). A dosagem da
atividade foi realizada utilizando
fenolfitaleina como indicador e a media
aritmética dos valores foi utilizada para
determinacdo do calculo da atividade
enzimatica.

Uma unidade de atividade lipasica foi
definida como a quantidade de enzima
que libera 1 umol de acido graxo por
minuto nas condi¢cdes descritas acima
qgue pode ser determinada através da
equacéao segundo Leal (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Reativacao e
taxonbmica das culturas

autenticacao

Os resultados da viabilidade e da
autenticacdo taxondémica das culturas de
Geotrichum preservadas sob dleo
mineral na Colecdo de Culturas
Micoteca URM durante o periodo de
1954 a 2006 estdo na Tabela 1. Das 18
culturas de Geotrichum, mantidas e
fornecidas pela Micoteca URM, 77,77%
mantiveram suas caracteristicas
macroscopicas como aspecto variando
de algodonosa para rugosa, de cor
branca, sendo observados filamentos
micelianos  hialinos  septados e
artrosporados e fisioldgicas com a
assimilacdo de dextrose, galactose e
xilose como fontes de carbono e sulfato
de amdnio como fonte de nitrogénio, de
acordo com BARNETT et al. (2000),
confirmando as caracteristicas
taxonémicas das 14 culturas viaveis.

O meétodo de preservacdo sob Oleo
mineral, mesmo com quatro amostras
inviaveis (URM3910, URMA4783,
URM4361 e URMA4118), apresentou-se
adequado para a manutencao de culturas
de Geotrichumuma vez que manteve a
viabilidade das mesmas, com
estabilidades das caracteristicas
morfofisiolégicas apos estocagem por
até 54 anos, estando esses dados
corroborados por FIGUEIREDO (2001)
e NAKASONE et al. (2004).

Screening de lipases em meio sélido

Das 14 culturas testadas quanto a
capacidade lipolitica, nehuma
apresentou  deteccdo lipdsica a
temperatura de 28°C, porém, apenas
Geotrichum  candidum  URMS3135
isolado de solo marinho foi evidenciado
a formagdo do halo opaco de
degradacdo com 3,2 mm de diametro ao
redor da colbnia a 37°C.



De acordo com Leite (2009), dos 10
grupos de fungos isolados, apenas a
amostra do génerBenicilliumsp (FL-

7) mostrou resultado negativo a
temperatura de 28°C. Na temperatura de
35°C, verificou-se deteccao lipolitica
em todas as culturas testadas, com
destaque parilonotosporasp. (FL-2) e
Chrysosporiunsp. apresentando valores
de 10 mm de diametro de halo.

Screening de lipases por cultura
submersa

Os oOleos vegetais, oliva, mamona,
copaiba, piqui, girassol, andiroba,

gergelim, dendé, hortelda e oleo de
cozinha wusado, utilizados para a
fermentacdo, mostraram-se bons como
substratos para a producdo de lipases
pelos isolados testados com Atividade
Lipolitica (AL) variando de 2,78 a
16,93 U/mL apdés 96 horas de
fermentacao (Tabela 2).

Alguns isolados se destacaram em todos
0S substratos analisados. Nos 10
substratos, Geotrichum  candidum
URM105 se destacou em sete,
Geotrichum candidumURM886 em
cinco e Geotrichum versiforme
URMS887 em sete substratos diferentes.
Os meios que continham os Oleos de
piqui, andiroba, dendé, cozinha usado e
gergelim, demonstraram uma produgé&o
da AL superior a 10,00 U/mL por esses
mesmos isolados. Porém, o isolado
Geotrichum candidum URMB886
destacou-se por apresentar AL superior
aos demais, 15,61 U/ml e 16,93 U/mL
em Oleos de andiroba e gergelim,
respectivamente (Tabela 2).

Macedo et al. (1997) testaram a
producao de lipases p&eotrichumsp.

em fermentagdo em meio submerso
composto de farinha de soja e trigo em
pd como fontes de carbono. No entanto,
oS autores obtiveram valores de
atividade total de 6,22 U/mL sendo
semelhant@a dados obtidos nos dOleos de
mamona (6,25 U/mL), dendé (6,24
U/mL) e hortelad (6,24 U/mL) e inferior

aos dos dleos de piqui (13,98 U/mL),
andiroba (15,61 U/mL), Cozinha usado
(13,53 U/mL), gergelim (16,93 U/mL),
por exemplo.

Mladenoska e Dimitrovski (2001)
obtiveram atividade lipolitica maxima
por G. candidurM2 de 0,45 U/mL
apos 48h de fermentacédo e Carvadho
al. (2005) obtiveram com cultura d&.
candidumuma atividade total de 12,8
U/mL, apos fermentacdo em meio
submerso composto de Oleo de oliva
como fonte de carbono. Estes valores
sd0 menores aos obtidos neste trabalho
para atividade lipolitica total com oleo
de andiroba e gergelim.

Os valores obtidos, 15,61 U/mL e 16,93
U/mL, com o isolado Geotrichum
candidum URMS886 nos substratos
contendo Oleos de andiroba e gergelim,
respectivamente, foram maiores que o
encontrado por Burkedt al. (2002) que
avaliaram a producéo de lipases for
candidum NRRL-Y 552 em odleo de
soja obtendo 11,51 U/mL em 48 horas
de fermentacdo.

Segundo Sandoval e Marty (2007),
ensaios em placa de Petri sdo mais
sensiveis e permitem que seja realizada
uma dosagem quantitativa e direta,
mesmo que haja uma baixa quantidade
de lipases. Contudo, os resultados
obtidos no screening em meio soélido
nesse estudo, demonstram que este
método ndo é o ensaio mais indicado
para selecdo de culturas produtoras ou
nao de lipases tendo em vista que todas
as culturas sdo produtoras de lipases
confirmadas no screening em cultura
submersa.



Tabela 1. Viabilidade e autentificacdo taxonbémien ebpécies dé&eotrichumpreservadas sob 6leo
mineral na Colecdo de Culturas - Micoteca URM.

Ragistro Espacia Ano de Substrato / Viabilidada Antentificacio

Hospadairo taxondmica
URM estnaus
1104 Feandshum aateraidss 1938 Wio informado + Confirmada
1405 G candidum 1954 Nio informado + Confirmada
129 G candidum 1954 Méo informado + Confirmada
345 G. candidum 1955 Cmglra de paizs + Confirmada
497 G. gandidum 1936 Wio informado + Confirmada
3910 G. gandidum 1997 Solo de margsm de rio - M&o realizada
Capibariba

4783 G. candidum 2004 hiasza de mandioca - Mo realizads
4361 G. gandidum 2001  Solo de cultive de mandioca - Mo realizads
4442 G. candidum 2000 Sole d= praia - Confirrmada
BB6 G gandidum 1957 Excremsnto + Confirmada
4118 G candidum 1999 Tomats (pos — colhsita) - Mio realizads
972 G candidum 1957 Excremsnto + Confirmada
2444 G. gandidum 1978 Enlhado + Confirmada
3133 G. gandidum 1989 Solo marinho + Confirmada
3203 G. candidum 2006 Cavidads + Confirmada

Oral de Sagii

4673 G. candidum 2003 Lzitz de vaca + Confirmada
618 G. primanals 1933 Mio informado + Confirmada
887 G yaraifor 1957 Encreamento + Confirmsada

+=Viavel /- = Inviavel

Tabela 2. Atividade lipoliticas total (U/mL) produzidas peulturas de Geotrichum, utilizando
como substratos 6leos vegetais.

Atividade Lipolitica Total

Oleos G G candidum G G
Vegetais  astsroidss pulmonals versiforme
1104% 4673 3135% 5205% 129% 972% 105% 2444% 348* 490* §86* 4442 618+ 887
Oliva 431 315 313 3,15 278 313 34 315 417 38! 335 3,13 34 4,17
Mamona 3.81 335 431 623 39 5333 623 337 431 486 416 4286 4,86 6.04
Piqui 7.28 798 3,67 3,37 1398 29% 1284 639 127 6337 1294 704 6,69 12,94
Andiroba 437 7.84 633 531 1478 33 1433 T.04 1398 T28 1561 TA49 6.35 14,43
Dendé 4.26 624 39 416 10,75 485 1388 819 082 426 1339 I8 7.84 1145
C. Usado 5,65 59 347 322 957 381 1353 600 992 600 12,00 392 867 11.1
Girassol 4,84 365 347 381 947 28% 1233 643 937 600 888 353 7,04 9.23
Gergelim 3,67 541 867 3,67 1166 3,64 1374 749 1233 7,84 1693 6,94 9.47 10,16
Copaiba 437 531 367 461 88 52 127 669 1121 32 808 341 3.06 10,86
Horteld 461 426 333 154 763 263 263 12,14 487 808 381 1031 6.24 119

* NUmero de acesso na Micoteca URM (Recife, PernempBrasil).



CONCLUSAO

O Longo tempo de estocagem nao
interfere na producdo enzimatica de
culturas de Geotrichum mantidas na
Colecdo de Culturas - Micoteca URM,
pois o isoladoGeotrichum candidum
URM3135 mantida na Colecdo de
Culturas - Micoteca URM apresentou
deteccdo lipolitica a 37°C.

Em cultura submersa todas as culturas
apresentam atividade lipolitica
utilizando oleos de oliva, mamona,
piqui, andiroba, dendé, usado, gergelim,
girassol, copaiba e horteld. A atividades
total das lipases produzidas em oleo de
andiroba e de girassol variam de 4,37 a
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RESUMO

Micro-organismos endofiticos produzem enzimas Hiidtas extracelulares como
mecanismos de resisténcia para superar as defesdwgpedeiro contra invasao
microbiana e/ou para obter nutrientes do solo. TEaigimas incluem pectinases,
esterases, celulases, lipases, proteases e xdadespalmas forrageiras séo cultivadas
com relativo sucesso no semiarido do nordesteleirasconstituindo-se uma das mais
importantes bases de alimentacdo para bovinoses&mie trabalho teve como objetivo
a selecdo de fungos endofiticos isolados de patmageira quanto a producdo de
enzimas extracelulares. A deteccéo da capacidapgeodacdo das enzimas hidroliticas
extracelulares pectinases e celulases foi avabatlacas de Petri contendo meio de
cultura especifico para cada enzima. Fragmento$uthg®s endofiticos cultivados em
meio de cultura batata-dextrose-agar por 7 diaanfotransferidos para o centro de



placas de Petri contendo o meio de cultura da enaspecifica. Foi mensurado o
diametro da zona transparente ao redor do meialldigra para determinar a zona de

atividade (ZA).

As espéciesAspergillus

japonicus e Penicillium glandicola

apresentaram atividade pectinolitica com ZA fragawto forte, respectivamente; 14
espécies foram celulase positiva, com destaque X@eaia sp. que apresentou ZA
muito forte. Para estudo de atividade enzimatioagds endofiticos de palma forrageira

sdo indicados.

Palavras-chave Opuntia ficus-indicaMill.; Enzimas Hidroliticas.

INTRODUCAO

Micro-organismos endofiticos
colonizam o tecido sadio da planta e
permanecem ali em uma fase latente ou
de forma mais extensiva, porém
assintomética (YATES et al.,, 1997),
sem causar problemas a planta. Quando
a colonizacdo leva a uma protecao do
tecido da planta ao estresse biotico ou
abidtico, estes fungos sdo chamados de
mutualistas (LATCH, 1993), ambos
beneficiando-se dessa interacéo
(WANG & DA, 2010).

A produgdo microbiana de enzimas
atualmente tem sido bastante explorada.
Muitas industrias, na busca de solucdes
alternativas para o problema do descarte
dos residuos, tém optado pelo uso de
microrganismos como agentes redutores
de matéria organica para eliminagcéo ou

reducdo de compostos toxicos. Os
fungos, em funcdo de suas
caracteristicas de reproducdo e

crescimento, adaptam-se a diversos
substratos, entre os quais efluentes de
industrias processadoras de alimentos,
residuos agricolas e agroindustriais e
residuos derivados de  petroleo

(TAVARES et al, 1998).

As pectinases podem ser produzidas, em
diferentes combinacgdes, por plantas e
microrganismos como fungos e

bactérias (SILVA et al., 2005), sao

muito utilizadas nas industrias de sucos
de frutas para reduzir viscosidade,

melhorar e aumentar a eficiéncia de

filtracdo e clarificagdo; no tratamento
preliminar da uva em industrias
vinicolas; para melhorar a extracdo de
Oleos vegetais e essenciais; tratamento e
degomagem de fibras naturais para
industria téxtil, de papel e racdo animal
(UENOJO & PASTORE, 2007).

As celulases sdo as enzimas mais
utilizadas na industria téxtil e de papel e
celulose, atuam na hidrolise de
substratos celuldésicos e compreendem
um complexo de enzimas celuloliticas
(SOUZA et al., 2008). Na natureza
existe uma grande variedade de
microrganismos que produzem
celulases, apenas alguns sédo conhecidos
como verdadeiros celuloliticos, isto €,
sdo capazes de degradar a celulose
natural. (ROBSON & CHAMBLISS,
1989).

As palmas forrageiras, pertencentes a
familia  Cactaceae, sdo plantas
suculentas, com folhas muito reduzidas
em forma de pequenos apéndices e
muito caducas. Nao possuem caule e
sim pseudocaule em forma de raquetes,
as quais variam de forma e apresentam,
guando sadias, coloragdo sempre verde
(SCHULTZ, 1943). A forrageira
Opuntia ficus-indicaé conhecida pela
sua vasta utilizagdo agrondmica na
producdo de frutas comestiveis e
cladodios, que podem ser utilizados
como alimento (forragem) para animais,
inclusive para o homem (SCHEINVAR,
1995). Faz parte do rol de atividades
agricolas de sequeiro do semi-arido



nordestino, para suprir a falta de
forragem para os animais nos periodos
longos de seca. Entretanto, em alguns
municipios, principalmente na regido da
Chapada Diamantina, a palma ¢&

utiizada na alimentacdo humana
(GUEDES, 2002, 2004).
Diante do exposto, este trabalho

objetivou selecionar fungos endofiticos
de Opuntia ficus-indicaMill. quanto a
producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares.

MATERIAL E METODOS

As amostras de palma-forrageira foram
desinfestadas para o processamento, no
prazo de 24 horas, segundo método
descrito por Araujo et al. (2002). Para o
isolamento dos fungos endofiticos,
foram utilizados 45 fragmentos das

raquetes desinfestadas, de
aproximadamente 0,5 ém e
transferidos para placas de Petri

contendo o meio batata-dextrose-agar
(BDA) suplementado com o antibidtico
cloranfenicol (100 mg L-1) (cinco
fragmentos por placa de Petri) e
incubados a temperatura ambiente
(26£2 °C).

Para identificacédo fungos
endofiticos, foram realizados
microcultivos e observados os aspectos
macro e micro-morfolégicos das
estruturas somaticas e reprodutivas,
comparando-se os resultados com base
em literatura especifica (ELLIS, 1971;
SAMSON & FRISVAD, 2004;
DOMSCH et al., 2007).

A deteccdo da capacidade de producao
das enzimas hidroliticas extracelulares
pectinases e celulases avaliada em
placas de Petri contendo meio de cultura
especifico para cada enzima (NEROTTI
& AZEVEDO, 1988; UENOJO &
PASTORE, 2006). Fragmentos das
culturas dos fungos endofiticos
cultivados em BDA por 7 dias, foram

dos

transferidos para o centro de placas de
Petri contendo o meio de cultura da
enzima especifica. Foi mensurado o
diametro da zona transparente ao redor
do meio de cultura para determinar a
zona de atividade (ZA). Para

interpretacdo da atividade enzimatica,
foram considerados: ZA entre 0.9 e 1
muito fraca, 0.89-0.80 fraca, 0.79-0.70

forte e ZA menor que 0.69 muito forte,

segundo Serda & Yucel (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos sdo importantes produtores
de enzimas, sao relativamente faceis de
serem  cultivados em  ambiente

controlado e altamente sensiveis as
alteracbes genéticas, 0 que permite
obtencdo de linhagens melhoradas
guanto a producdo e qualidade da
enzima (SANTOS, 2007). Os fungos

endofiticos isolados foram selecionados
para serem avaliados quanto a
capacidade de producdo de enzimas
hidroliticas extracelulares. A Tabela 1

apresenta os resultados obtidos apés o
cultivo dos fungos em meios especificos
para deteccao da capacidade de produzir
as enzimas: pectinase e celulase.

isolados  testados, apenas
Aspergillus japonicus e Penicillium
glandicola apresentaram  atividade
pectinolitica com ZA de 0,84 (fraca) e
0,61 (muito forte), respectivamente.
Teixeira et al. (2000), verificando a
capacidade de producdo de pectinases
por A. japonicusem meio liquido com
diferentes concentracbes de substratos,
demonstraram que as melhores
atividades enzimaticas desse fungo
foram obtidas em diferentes
concentracbes de pectina. Yoon et al.
(2007), utilizando  espécies de
Penicillium para deteccdo de atividade
enzimatica, observaram queP.
glandicola  apresentou atividade

Dos



pectinolitica fraca ou nenhuma
atividade, diferindo dos resultados
encontrados no nosso estudo em Que

glandicola  apresentou atividade
enzimatica muito forte.
Tabela 1 Zona de Atividade

Enzimatica de fungos endofiticos @e
ficus-indica(palma forrageira).

Fungos

endofiticos Pectinas Celulas
es es

Aspergillus 0,84 0,70

japonicus

Cladosporium - 0,46

cladosporioides

Fusarium - 0,89

lateritium

Nigrospora - 0,77

sphaerica

Penicillium - 0,62

aurantiogriseum

Penicillium 0,61 0,52

glandicola

Pestalotiopsis - 0,64

guepinii

PF300 - 0,35

Phomopsis - -

archeri

Xylaria sp. - 0,20

*Zona de Atividade (ZA) em cm.

Entre as culturas testadas, apenas
Phomopsis archeri ndo apresentou
atividade celulolitica.  Fusarium
lateritium apresentou ZA entre 0.89-
0.80 (fraca)Nigrospora sphaerica A.
japonicusapresentaram ZA entre 0.79-
0.70 (forte), as demais culturas
apresentaram ZA menor que 0.69
(muito forte), destacando-s&ylaria
sp.1, isolado PF300 &ladosporium
cladosporioides que apresentaram,
respectivamente, indice enzimatico de
0,20, 0,35 e 0,46. Espécies do género
Xylaria, encontradas desenvolvendo-se

em tecidos vegetais, sao relatadas como

potenciais produtoras de enzimas

celuloliticas (WEI et al., 1996).
Cladosporium cladosporioideguando
isolado do solo de Estacdo Ecoldgica
ndo apresentou atividade celulolitica
(RUEGGER & TAUK-TORNISIELO,
2004), diferindo dos nossos resultados.
Por outro lado, Grandi & Silva (2006)
em estudo de fungos associados a
Caesalpinia echinata isolaram C.
oxysporum decompondo o folhedo,
demonstrando a capacidade celulolitica
desse género.

CONCLUSAO

Fungos endofiticos d®puntia ficus-
indica (palma forrageira) apresentam
atividades pectinolitica e celulolitica e
séo indicados para estudos de producao
de enzimas extracelulares.
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ABSTRACT

Morphological characters of adult male and femaler@ons, Tityus pusillusshowed

sexual dimorphism.

Key-words: Gender; Morphology; Size

Palavras chave:Género; Morfologia; Tamanho

INTRODUCTION

Sexual dimorphism, particularly
differences on size between males and
females, has been reported for many
animals’ (SHINE, 1989; RANTA et al.
1994; BROWN, 1996; HERREL et al.
1999; WALKER AND RYPSTRA,

2001; DAVID et al., 2003;
BLANCKENHORN, 2005;
WANGKULANGKUL et al.,, 2005;

ESPERK AND TAMMARU, 2006;
OZKAN et al., 2006). Under the
influence of natural and sexual
selections, males and females often
differ in costs and benefits of achieving
some particular body sizes
(CROWLEY, 2000; GAFFIN AND
BROENELL, 2001; KLADT, 2003;
MATTONI, 2005).

Morphometry and sexual dimorphism
have also been described in many
scorpion species (HARADON, 1984,
KOVARIK, 2004; OZKAN et al., 2006;
LOURENCO, 2002). The character
often used to distinguish the sex are the
size of pectine and the number of
pectinal tooth of which males always
have larger pectine and more number of
pectinal tooth than females (SISSOM,
1990; GAFFIN AND BROWNELL,

2001; OZKAN et al., 2006). The
importance of the male’s pectines is for
mate location, courtship, and
reproduction which are consistent with
the high degree of sexual dimorphism
evidence in most species of scorpions
(GAFFIN AND BROWNELL, 2001;
KLADT, 2003; MATTONI, 2005).

Tityus Koch, is the largest genus of all
scorpion families comprising dangerous
species, accounting for many deaths and
injuries in the tropics every year
(STOCKMAN AND YTHIER 2010).
Species from this genus are widely
distributed in the Americas and can be
found from  Central Argentina
(OJANGUREN AFFILASTRO 2005)
to the Dominican Republic (ARMAS
AND ABUD ANTUN 2004). In Brazil,

by far the largest and most populous
country in South Americalethal sting
have been attributed to three species of

this genus, Tityus serrulatus T.
bahiensis  and T. stigmurus
(LOURENCO AND VON

EICKSTEDT 2003). Features that
suggest sexual dimorphism in Tityus are
varied, and is commonly reported
differences in the size and thickness of
the metasoma and pedipalp, and the
length of the body. Tityus pusillus is a



scorpion found in areas of Atlantic
forest of northeastern Brazil, including
recently by Albuquerque et al. (2009)
the list of species that can cause injuries
in humans. The characters shown in the
literature (LOURENCO, 2002) and
sexual dimorphic relate only the
greatest length of the metasoma of male
middle and basal lamina of the dilated
combs not in females, which does not
facilitate the identification of sex in all
animals. In order to contribute to
clarification of the sexual dimorphism
of T. pusillus, we analyzed 30
specimens  from the  collection

arachnology Federal
Pernambuco.

University of

MATERIAL AND METHODS

Morphological characters were
determined from 15 adult males and 15
adult females (Figure 1) for

Arachnological collection of Federal
University of Pernambuco. Each
scorpion was measured for 11
morphological characters (Table 1)
using a digital caliper. Pectinal teeth

Figure 1. Dorsal view of male (1) and female (2)Tfyus pusillus

RESULTS AND DISCUSSION

Measurements of carapace, sternite,
pedipalp, metasoma, and pectinal organ
are the common parameters used for sex
discrimination in scorpions
(LAMORAL, 1979; HARADON,
1984a, 1984b; STOCKWELL, 1985;
SISSOM, 1990; SISSOM AND FET,
1998; KOVARIK, 1998, 2003, 2004;
GAFFIN AND BROWNELL, 2001;
HENDRIXON, 2001; KARATAS AND
KARATUS, 2001, 2003; QUIROGA et

were counted under a
stereomicroscopic.

2
al., 2004; OZAN et al, 2006;

PRENDINI et al., 2006). Our results
revealed thatT. pusillus females had
wider carapace and larger mesossoma
than males. Since females are in charge
of parental care by harboring the
developing juveniles on their back, the
broader body of adult females would be
a benefit for the survival of their
juveniles as well as for producing the
larger number of offspring
(BOONCHAM et al. 2007). The larger
pedipalp which includes chela, patella



and femur and the heavier roughness on
the cutting edge of movable fingerTn
pusillusadult male could help to secure
the female chelae during courtship and
mating as reported in many scorpion
species in  Family Buthriuridae
(MATTONI, 2005). In this study,T.
pusillus males had a pair of pectines
significantly longer and had pectinal
tooth number more than females. These
unique sexual dimorphic characters
were reported as well in many other
scorpion species such &entruroides
thorelli by Sissom (1990),
Paruroctonus mesasis by Gaffin and
Brownell (2001), Mesobuthus eupeus
by Karatas and Karatus (2001, 20(3),
ovchinnikovi by Prendini et al. (2006)

and Androctonus crassicaudhy Ozan

et al. (2006). The overall character of
pectines found inl. pusillus males is
potentially vital to the reproductive
success since the function of the pectine
is recently concluded as chemo- and
mechanoreceptors (KLADT, 2003).
During normal movement of the
scorpions, the pectines are swept or
tapped against the substrate. Polis and
Farley (1979) suggested that a possible
role of the pectine is for selecting a
suitable place for the spermatophore
deposition whereas Gaffin and Brownell
(1997) reported that the main function is
their specialization for sensing chemical
deposits on the substrate.

Table 1.Measurements of 11 structures of both male andienfTityus pusillus

Structures Female (N=15) Male (N=15)
Mean £ SD (mm) Mean £ SD (mm)
Carapace length 3.75+0.24 3.32+0.22
Mesossoma length 8.73+1.41 7.51+£1.48
Metasoma length 16.4 £ 1.49 17.27£1.74
Pedipalp length 12.68 £ 0.75 13.57+ 1.19
Segment V of metasoma 4.24 +0.28 4,42 +0.43
length
Segment VIl of 2.35+0.32 2.18£0.41
mesossoma length
Movable finger length 4.13+£0.32 3.81+041
Segment V of metasoma 1.71 +£0.16 1.66 £0.19
width
Chela width 1.26+1.18 1.37 £0.20
Segment VIl of 3.44 £0.35 2.68 £ 0.32
mesossoma width
Number of pectinal teeth 15-18 16-20
Total length 28.89+2.72 28.1 £ 3.07

In this study we found marked
differences in the lengths of the
mesossoma, seventh segment
mesossomal, pedipalp and variation in
the number of teeth péctens that had not
been previously reported as dimorphic
in T. pusillus these structures along the

length of the metasoma, allow the
identification between the sexes. Based
on these results we hope to help for a
correct diagnosis of sex in this species
and contribute to studies for which this
distinction is important.
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RESUMO

Tiazolidinicos sdo compostos que apresentam impesaatividades biolégicas,dentre
elas, antibacteriana,antifingica,anti-artriticachabética, e antitumoral.Este trabalho
teve como objetivos,a sintese e a avaliacdo daladie citotoxica frente a células
neoplasicas dos compostos 5-arilideno-tiazolididaellona derivados do sistema 3,4-
metilenodioxibenzaldeido.A sintese do 5-arilideilaadlidina-2,4-diona,foi realizada
por condensacdo de Knoevenagel(entre uma reacdadidéo nucleofilica de um
composto de hidrogénio ativo “acido”, a um grupdoaila,seguida por uma reacao de
desidratacdo,onde uma molécula de agua é elimicada)rendimentos entre 65% e
77%. Para os testes citotdxicos, foram utilizadslslas HEP2(obtidas de carcinoma
epidermoide de laringe humano).Os testes foranezegkls em concentracdes de 10, 5,
25 e 1,25 ug/mL.Os compostos testados 5- arilideno-tiazoldin2,4-
diona;apresentaram uma Otima porcentagem de inibigdular,com uma IC50 de
1,657ug/mL para células da linhagem HEP2.Compostos oltdnicos vém, nos
ultimos anos,sendo considerados,extremamente rdéBsie para a terapéutica



antitumoral.Destacou-se 0 potencial destes cotopogsara atividade antiproliferativa

para células HEP2.

Palavras-chavescomposto; knoevenagel; neoplasia.

INTRODUCAO

€ uma das causas de
letalidade mais frequente, apenas
superado pelas doencas
cardiovasculares (CRUZ et al 1987).As
neoplasias malignas constituem um
problema crescente de saude publica no
mundo.No Brasil, tem sido dada
atencdo ao problema através de acgles
eminentemente curativas centradas em
hospitais especializados.

A mortalidade por doencas infecto-
parasitarias diminuiu cerca de dez vezes
no Brasil,no periodo de 1940-1980,
enquanto o coeficiente de mortalidade
por cancer no mesmo periodo nao se
alterou.

A pesquisa de produtos naturais no
campo da cancerologia tem
proporcionado a descoberta de varias
substancias de uso na terapéutica
antineoplasica.Os progressos na
Oncologia médica deve-se a produtos

O cancer

com novas estruturas e novos
mecanismos de acao(GUESS et al
1965).

Nos Estados Unidos um programa de
pesquisa de novos antitumorais foi
iniciado, nos anos 50,pelo NCI(National
Cancer Institute),tratava-se de detectar
a atividade antitumoral “in vivo” e “in
vitro” de extratos brutos provenientes
de plantas de varias origens (ROGERO
et al 2000).

No Brasil,segundo (ROGERO et al
2000) a pesquisa com plantas € um
grande desafio,pois a rica variedade de
flora brasileira tem sido devastada e em
varios casos sofre modificacdo pela
cultura moderna.

Os agentes antineoplasicos atualmente
utilizados, em particular os que séo
citotoxicos, afetam, em sua
maioria,apenas uma das caracteristicas
das células cancerosas,0 processo de
divisdo celular,sendo,portanto.apenas
antiproliferativos.Esses farmacos nao
exercem nenhum efeito inibitorio
especifico sobre o poder invasivo, a
perda da diferenciacdo ou o poder
metastasico.Além disso,como seu efeito
principal € exercido sobre a divisdo
celular,eles irdo afetar todos os tecidos
normais que se dividem rapidamente,
produzindo entdo,em maior ou menor
grau,os conhecidos efeitos colaterais de
uma quimioterapia (SILVA et al 1996).

A terapia atual para o cancer depende
principalmente do uso de
cirurgia,irradiacdo e quimioterapia,a
evolugdo na compreensédo da biologia
da transformacdo maligna e das
diferencas no controle da proliferacao
da célula normal e cancerosa tem
proporcionado a descoberta de novos
alvos,permitindo a continuacdo de
estudos envolvendo o entendimento dos
mecanismos de acdo de farmacos
utilizados para o tratamento do cancer
(SILVA et al 1994).

Aos nucleos imidazolidinico e
tiazolidinico, devido a sua reatividade
guimica e consequente afinidade por
biomacromoléculas, sao atribuidos
diversas atividades bioldgicas, fato que
direcionou varias pesquisas na busca de
novos agentes biologicamente ativos
das séries  5-arilideno-3-(4-metil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona e  5-
benzilideno-3-(4-flor-benzil)-4-tioxo-
imidazolidina-2-diona (TAVEDAGNA
et al 1983).



As tiazolidinonas sao substancias
heterociclicas com anel pentagonal
substituidas nas diversas posi¢cdes do
anel, derivadas das tiazolidinas que
possuem nas diversas posi¢coes do anel,
derivadas das tiazolidinas que possuem
heteroatomos de nitrogénio e enxofre
em sua estrutura. (UAIKI, et al
1995).Essas substancias, vém sendo
consideradas ao longo do tempo, novas
alternativas de terapéutica, para varios
tipos de cancer,além de problemas
relacionados a diabetes,convulsdes,
edemas, inflamacbes etc.(VAZ et al
1992).

Em relacéo a atividade citotoxica,pode-
se afirmar que o uso de avaliagcdo “in
vivo” como bioensaios para
monitoramento de purificacdo tem sido
excessivamente dificil,frustrante e, em
muitos casos ndo ha sucesso.Por esta
razdo,consideravel esforco tem sido
devotado nos primeiros estagios do
programa do NCI(VAZ et al 1992).As
vantagens do uso de cultura de células
estd na homogeneidade de resposta;o
baixo custo da execucéo; o fato de que
as células “in vitro” se constituem um
sistema fechado,nédo influenciado pelo
organismo “in loco”;a possibilidade de
estudar  diretamente  modificagbes
morfologicas e bioquimicas das
células.Tudo isto traz a possibilidade de
testar muitas amostras a varias
doses,contemporaneamente, e também
acompanhar as possiveis modificacoes
estruturais que deve sofrer as células
tratadas com produtos que possuem
atividade citotoxica (XORENFREUND,
E.; BABICH, H.; MARTIN. A, 1988).

De acordo com o Orgdo Internacional
de Padronizacédo (International Standard
Organization), ISO 10993, o ensaio de
citotoxicidadein vitro € o primeiro teste
para avaliar a biocompatibilidade de
qualquer material para uso em
dispositivos biomédicos e depois de
comprovada a sua nao toxicidade € que
0 estudo da biocompatibilidade do

produto pode ter continuidade
realizando-se 0s ensaios necessarios em
animais de laboratérioA técnica de
MTT é um ensaio quantitativo para
determinar a interrupcdo de uma funcéao
bioquimica  critica. Este  ensaio
guantifica a atividade mitocondrial,
medindo-se a formacdo de cristais de
formazana, produto formado pela
reducao de tetrazoliuo MTT (ZAIGHY,

et al 1988). A reducédo de MTT ocorre
principalmente na mitocondria através
da acdo da succinato desidrogenase
fornecendo entdo uma medida de
funcdo mitocondrial. Para a realizagcdo
do ensaio necessita-se de reagentes,
sendo estesMTT  (3-( 4,5
dimethylthiaxolone-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide);(Sigma) Dimetil
Sulfoxido DMSO - (Synth)

» Tampao Fosfato PBS — Preparado a
partir de 50 rol de tampé&o fosfato, 950

rol de &gua Destilada e 99 Nacl
(Merck).

Em geral, s&o disponiveis duas
categorias de linha celular:a linha

primdria. e a continua,que é

caracterizada pela potencializacéo
tedrica de sobreviver a infinitas

passagens “in vitro”.Para que a
citotoxicidade  seja  eficiente  é

necessario a repicagem das células,o
congelamento,0 descongelamento das
mesmas quando da sua utilizacdo e o
preparo das diluicbes dos produtos
testes.

Atualmente,uma abordagem promissora
na pesquisa e desenvolvimento de
antineoplasicos é a descoberta de
farmacos anti-angiogénicos capazes de
limitar o crescimento tumoral e reduzir

ou impedir a disseminagcdo metastatica.

Este trabalho teve como objetivos a
sintese, da série 5-arilideno-tiazolidina-
2,4-diona derivada do sistema 3,4-
metilenodioxibenzaldeido;empregando-

se a condensacdao de Knoevenagel
(Figura 1); e a avaliacdo citotoxica da

linhagem da célula HEP2 (carcinoma



epiderméide de laringe humano);
verificando-se dessa forma, o processo
da morte da célula neoplasica.

R R
Figura 1.Condensacdo de Knoevenagel
MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos compostos

As 5-arilideno-2,4-tiazolidinedionas

foram obtidas utilizando-se reacdes de
condensacao de Knoevenagel, onde o
carbono metilénico da porcdo 2,4-

tiazolidinediona é adicionado ao

carbono carbonilico do sistema 3,4-
metilenodioxibenzaldeido, com a

correspondente eliminacdo de uma
molécula de agua, conforme a FiguraZ2.

- o

Registry Mumber: 2295-31-0
Formula: C4H,NO,S

1

Figura 2. Esquema sintético de obtencdo das
2,4-tiazolidinedionas

Atividade Citotoxica

O composto sintetizado,foi submetido a
testes de atividade citotéxica;a qual foi
realizada pelo método colorimétrico do
MTT (ZAYRA, M.T., J.IMMUNOL.
METHODS ;ALLEY M.C. Cancer
Research, 48,589,2008). A suspensao
celular com 18 células/mL (HEP2), foi

distribuida em placa de cultura com 96
pocos e incubadas a 37C, em atmosfera
umida (5% de CO2), durante 24h.Em
seguida a substancia teste (6,25 a
50ug/mL) foi adicionada a placa. Apés
72h foi adicionado MTT e a placa
mantida na estufa, sendo logo em
seguida adicionado DMSO. A leitura
Optica foi realizada em leitor automatico
de placas (450nm).A CI50 e
respectivos intervalo de confianga 95%
foram determinados a partir de
regressdo nao-linear utilizando o
programa SigmPlot versao 11.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 5-arilideno-2,4-tiazolidinedionas
foram obtidas com rendimentos que
variaram entre 65% a 77%,de acordo
com a natureza do grupo substituinte
ligado ao anel benzénico do sistema 3,4
Metilenodioxibenzaldeido;confirmando
os dados de (ZHANG et al 2005).

A condensacdo de Knoevenagel, €
caracterizada, por ser uma reacao de
adicdo nucleofilica de um composto de
hidrogénio ativo “acido” a um grupo
carbonila, seguida por uma reagédo de
desidratacdo na qual uma molécula de
agua €é eliminada. O produto é,
comumente, um conjugadifa, beta e
nona.A obtencdo de 5-arilideno-2,4-
tiazolidina-2,4-diona  derivada  de
aldeidos, conduz teoricamente,aos
isbmeros de configuracd e E.
entretanto o estudo das constantes de
acoplamento vicinal entre o hidrogénio
etilénico e o grupo carbonila, obtidas
em experimentos de RMN das
substancias sintetizadas, foram
compativeis com o acoplamento apenas
do isdmero na configuraca O que é
atribuido a intensa repulsao eletronica
entre 0s grupos ligantes X e o oxigénio-
4 do anel 2,4-tiazolidinediona.
Experimentos de modelagem
molecular, através do desenho das
estruturas empregando-se 0 programa



Spartan for Windows,versédo 4.0, no
qual a geometria otimizada pelo método
AM1, corroboraram com 0s
experimentos  sintéticos, onde o0s
respectivos isObmero& representam 0s

minimos  energéticos dentre  0s
estereoisdmeros configuraciond&ise Z
(ZHANG et al 2008).

A citotoxidade em células de cancer de
laringe humano HEP2 foi analisada
através do ensaio do MTT. O 5
arilideno- tiazolidina-2,4-diona;nas
concentracoes testadas(10ug/mL,
5ug/mL, 2,5ug/mL e 1,25 pg/mL)
inibiu o crescimento celular de forma
dose-dependente durante um periodo de
72h.

O valor da IC50 para (5-arilideno-
tiazolidina-2,4-diona); foi
1,657ug/mL.O composto sintetizado,
apresentou atividade antiproliferativa
promissora, jA que de acordo com o
National Cancer Institute U.S.A (NCI)
acima de 60,45% de inibicdo de
crescimento celular; é  considerado
ativo (ZHANG et al 2005). Nossos

resultados, entdo de acordo com estudos

anteriores de ((ZHANG et al 2008 );
onde foi verificado que o composto
tiazolidinico, foi ativo em células

tumorais do sarcoma 180. O composto
tiazolidinico, possui a capacidade de
ligar-se ao DNA, blogueando as
enzimas topoisomerase I e
Il;responsaveis pela divisdo celular (
ZYMOVICH, et al 1982) o que pode

estar ligado ao seu poder citotoxico.

CONCLUSAO

A metodologia para a obtencdo das 5-
arilideno-2,4-tiazolidinedionas foi
eficiente e regioseletiva levando apenas
aos isomeroZ, e em bons rendimentos.
Suas estruturas foram caracterizadas por
RMN, sendo que estas correlacionaram
com o0s experimentos de modelagem
molecular

Concluimos que o0 composto 5-
arilideno-tiazolidina-2,4-diona;
apresentou citotoxidade em células

cancerigenas HEP2.
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RESUMO

Este trabalho visa a mostrar um sistema de infadimagpbre marcadores moleculares
(MM), um outro sobre elementos regulatorios (ERne conjunto de ferramentas que
possibilita consultas nas duas bases de dadostaimamente, MM e ER. Sera feita
uma introducdo sobre MM e ER, a forma de construlg#o sistemas de informacao
para MM, ER e as ferramentas de integracdo entes ekicas bases de dados, os
resultados obtidos por estes sistemas e a conchodie as vantagens destes sistemas.
Assim, o objetivo deste trabalho é mostrar os miateMM, ER e a integracdo entre
estes para geracdo de conhecimento. Estas basesls@oarroz, feijao, e Arabdopsis
thaliana, mas pode ser usadas para outras cultoaspouco esforco de adaptacéo.
Vale a pena mencionar que estas bases (MM e ERjokéie arroz, feijdo, e Arabdopsis
thaliana, mas pode ser usadas para outras culteraspouco esfor¢co de adaptacéo.
Palavras-chave Marcadores Moleculares, Sistema de InformagaoemEeEhtos
Regulatorios, Integracdo entre Bases de Dados.

INTRODUCAO genotipos, em analises de diversidade

genética, na construcdo de mapas

Os marcadores moleculares vém sendo
utiizados como ferramentas na
identificacdo e discriminagdo de

genéticos e no mapeamento de QTLs,
entre outras aplicacdes. Desta forma,
esforcos tém sido feitos na identificacao



de marcadores moleculares (MM) e na

caracterizagao de genotipos e
populacdes utilizando-se esses
marcadores. Uma vez que existam

informacfes sobre estes MM, estas
podem ser armazenadas de forma
estruturada, 0 que permite facil
recuperacdo e aplicacdo dos dados. Um
dos enfoques deste trabalho € o
desenvolvimento de um banco de dados
de MM de feijdo e arroz, que permite o
armazenamento estruturado das
caracteristicas genotipicas de acessos e
populacbes e a recuperacdo destas
informacfes através de um sistema de
busca, assim como a obtencéo de saidas
em formato de arquivo html ou csv
(comma sepparated value), que é
facilmente lido por uma planilha Excel
ou Calc, disponiveis para diversos fins
de analise.

Um outro objetivo deste trabalho é
descrever sobre elementos regulatorios,
gue sao pequenas sequéncias que atuam
na expressdo de genes e também em
rotas metabdlicas e assim tem grande
importancia em ser estudado, visto que
pode ser aplicado a temas de interesse
como resisténcia a estresse hidrico,
doencas e pragas, aumento de
produtividade, etc. Genes responsaveis
pelas caracteristicas descritas tem como
fatores que ajudam sua expressao ou
nao elementos regulatérios, também
chamados de cis elementos. Uma base
de dados sobre este tema foi feita, bem
como uma interface para acessos
diversos e recuperacéao de dados.

Muitas vezes 0s marcadores
moleculares e os elementos regulatérios
se relacionam de alguma maneira. Para
isso, foi construido um conjunto de
ferramentas que possibilita o usuéario a
fazer consultas por palavras chaves, tal
como é feito nas buscas oferecidas pelo
site do Google, e assim poder obter
resultados de duas bases distintas porém
com possibilidade de ser integradas.

Assim, outro objetivo € mostrar uma
forma de integracdo entre bases de
dados distintas.

MATERIAL E METODOS

O sistema sobre MM foi construido
usando-se a linguagem PHP (PHP,
2011), JavaScript e sistema gerenciador
de banco de dados MySQL (MYSQL,
2011). Para inserir dados na base de
dados, foi feita uma interface para ler
dados manualmente ou por arquivo do
tipo texto ou cvs (comma separated
values) e entéo inserir os dados na base
de dados sobre MM. A interface web,
gue per mite acesso ao sistema, feita em
PHP e HTML, e a base de dados sao
executados no servidor web da Embrapa
Arroz e Feijdo. O programa JavaScript €
executado no computador do usuario
para montagem de formuldrio e
verificacdo de correto preenchimento de
dados, notificando se algum dado foi
preenchido incorretamente. A forma
de acesso ao sistema, bem como os
dados que o sistema fornece como
resultados sdo conforme especificacao
de pesquisados e técnicos da Embrapa
Arroz e Feijao envolvidos na criacdo do
sistema e sua construcdo € de acordo
com técnicas de Engenharia de
Software (Pressmam et al, 2010) e
Interface Homem-Computador
(Baranauskas, 2009). Além de dados
sobre marcarores, 0 sistema armazena
também dados sobre fendtipos,
relacionados aos marcadores. Assim,
exemplificando, em um dado resultado
da consulta, na qual aparecem o0s
acessos e seus marcadores, basta “clicar
com o0 mouse” em um acesso (BRS
Campeiro, por exemplo) que uma outra
janela no navegador aparecera para
mostrar dados fenotipicos deste acesso.
Sobre a integracdo entre as bases de
dados, seja 0 exemplo de consulta:
guais sdo os MM de um dado gene e



quais sdo os elementos regulatorios que
influenciam uma dada caracteristica,

como a resisténcia a seca, por exemplo.
Para fazer esta consulta, faz-se

necessario acessar duas bases de dados

distintas. Assim, o0 mecanismo de busca,
feito em PHP (pode ser feito em JSP
também) faz a busca nas duas bases e
encontra dados sobre os genes, MM e
cis elementos sobre os genes. O sistema
identifica palavras-chaves a partir da
consulta, tal como é feita no site do
Google, e retorna os dados obtidos, em
formato csv ou HTML. Assim, tem-se
um mecanismo de busca para duas
bases distintas. Este mecanismo pode
ser usado em mais bases de dados
distintas, caso venha a existir, bastando
para isso uma configurac&o adicional.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Serdo apresentados o0s sistemas de
informacé&o sobre MM, inicialmente, e
depois sobre ER e o0 mecanismo de
busca entre as bases.

Um dos maiores desafios atuais dos
pesquisadores € a organizacdo da
informacéo, de forma que ela esteja
acessivel para as andlises diversas. Este
sistema mantém as informacfes sobre
marcadores moleculares organizadas e
possibilita a recuperacdo selecionada
desses dados através de filtros. As
consultas sdo realizadas por cultura
(feijao e arroz) e, posteriormente por
variedades ou acessos. A busca ainda se
d& por tipo de marcador e, por fim, por
tipo de saida (HTML ou CSV, para ser
lido por programas de planilha
eletrénica). A Figura 1 ilustra as opc¢bes
do sistema.

. SR N Em'a:a

Arroz e Feijdo

Banco de Dados de marcadores moleculares por

1lha uma espécie, suas variedades e seus locos e ¢

Escolha uma espécie: | ~Especies— v

Escolha os acessosfvariedades: _—Acessu_,"-\/ér.iedade. —w
Escolha o tipo de Marcador: —Tlpo de Marcador— v

Escolha os Marcadores: | —Marcadores — ¥

o HTM I-_,';Arg_u'\vo CS\/ —i

(Cox ] (e |
Figura 1 — Opgdes de consulta aos dados
armazenados
A Figura 2 ilustra o preenchimento do
formulério para a busca de dados sobre
marcadores SSR ou microssatélites de
feijdo. Este sistema funciona como uma
arvore: ao se escolher uma espécie, por
exemplo o feijdo, aparecem 0s acessos
ou variedades disponiveis para o feijao.
Escolhendo-se o(s) acesso(s), surgem
opcbes de marcadores disponiveis para
esses acessos (SSR, SNP, etc.) e,
posteriormente, marcadores
armazenados para esses acessos (por
exemplo, BM 154 e BM 155). A dltima
escolha é o formato do arquivo de saida:
html ou csv (Figura 3). Feitas as
escolhas, o sistema apresenta os dados
existentes na base de dados (Figura 4).
Os dados que estdo sendo apresentados
na Figura 4 s&o ficticios e tém o
propésito de ilustracdo de uma possivel
resultado do sistema.

Escolha o tipo de saida:



Eszcolha uma espécie: feijao b
BRS Campeiro ~
BRS Esplendor

Escolha oz acessosivanedades:

BF.S Estilo
5]

Ezcolha o tipo de Marcador:
Ezcolha oz Marcadores:

Ezcolha o tipo de sada

Figura 2. Exemplo de preenchimento do
formuléario de busca

(T ] < 1415 o

Vorcé selecionou abrir:

) marcadores.csv

dades e seus locos e

Tipa: Arquivo de Valores Separados por Wirgulas do Microsoft Office
Site: http:ff200,17.55.25

O que o Firefox deve fazer?

feijao hd

BRS Campeiro ol
BRS Esplendor

| Micrasoft office Excel (aplicative padria)  »

Escolha oz Marcaderes

Escolha o tipo de saida:

Figura 3. Exemplo de escolha de resultados de
saida (no caso, CSV)

Arguivia Gy hd

Eq. id AN marcadares.csy [Somente leftura] - Micro:
ry Inicio Inserir Layout da Pagina Farmulas Dadas Revisao Exibicia Supleme
i] ‘“’ Calibri -ln ARS8 S || 5
Cn.lar ! NI S§ i = 5= :jj' I;Er % UUU!‘TEE _-)eg| E
AreadeTr. Font ] Alinhamenta ] hlumera &
T » Gkl
A ] C D E G H |

1 Tipo(s) de Marcador{es) Utilizados: 558

2 |Nome da Especie: feijao

=+ AZ301561,AZ301561.BM 154 BM 154 BM155 BM155 BM157 BM157
4 Alelol Alelo2  Alelol  Aleloz  Alelol |Alelo2  Alelol  Alelo2

5 |BRS Grafit 158 158 158 158 175 175 158 158
6 |BRS Majes 138 138 158 158 172 172 138 138
7

8 _—
Figura 4. Exemplo de resultado de consulta em
formato CSV, carregado em planilha Excel

Os dados podem ser inseridos no
sistema pelo wusuério gerador, que
também decide se os disponibiliza total
ou parcialmente para outros usuarios. O
usuario que insere os dados no sistema &
0 Unico que pode altera-los ou remové-

los, o que garante a integridade das
informagbes armazenadas. Por estar
instalado no servidor da Embrapa Arroz
e Feijdo, os dados ficam assegurados
tanto de perdas devido a falhas nos
computadores individuais, quanto de
acessos indesejados por usuarios
externos ao sistema. Vale a pena
mencionar que este sistema € software
livre e qualquer um pode usar sem
restricbes. O sistema pode ser adquirido
através de contato com os autores.

Sobre o sistema de informagdo sobre
elementos regulatérios, sera apresentado
sobre ERD (Early Responsive to
Dehydration), o qual €& importante
guanto a elementos regulatérios sobre
seca ou resiténcia a deficiéncia hidrica.

Sequencia Cis CisActing Variedade ERD
CATGTG MYC Arabidopsis Thaliana ERD1
CATGTG MYC Aratadopsis Thalana ERD6
CATGTG MYC Arabidopsis Thaliana ERIN10
CATGTG MYC Arabidopsis Thaliana ERD 16
CATGTG MYC Arabidopsis Thalana ERD15
CATGTG MYC Arabidopsis Thabana ERT13
CATGTG MYC Arabidopsis Thaliana ERD4
CACATG MYC Arabidopsis Thaliana ERD1
CACATG MYC Aratidopsis Thalana ERD6
CACATG MYC Arabidopsis Thabana ERT10
CACATG MYC Arabidopsis Thaliana ERD 16
CACATG MYC Arabidopsis Thaliana ERD 15
CACATG MYC Aratidopsis Thalana ERD13
CACATG MYC Arabidopsis Thaliana ERD4

Figura 5. Resultado de uma busca por palavras
(drought)

A busca ilustrada na Figura 5 mostra
uma série de ERDs e também as
variedades e dados sobre cis-elementos
(sequéncia e cis Acting). Para fazer uma
busca dessa sem ter um sistema, seria
necessario obter todos o0s genes
relativos a ERD, obter a sequencia
upstream e com esta gerar um resultado
gue conteria todos os links. Com todos
estes links, seriam feitas consultas em
todas as paginas para entdo saber qual
tem alguma caracteristica ligada a seca



(drought). Outros resultados que o A pagina inicial deste sistema esta
usuario pode ter é quanto a consultas ilustrada na Figura 7.

por cis-elementos conhecidos e funcgdes.
Um exemplo de saida, em HTML, seria

tal como ilustra a Figura 6. Outras

consultas sao com respeito a busca por 7N :
cis-elementos comuns entre ERDs (o o
gue os ERDs cadastrados no sistema  Sistema de busca para marcadores moleculares e ele
ttm em comum) e busca por cis-
elementos por ERDs ( 0 que cada ERDs Entre com as palavras-chaves:
tem com respeito a cis-elementos). COM . chaes Goign smsdopas ogeal o

estes resultados fica mais facil
visualizar a participacdo de cada cis-
elementos em um dado conjunto de
ERDs. A interface web e o banco de

dados vazio podem ser disponibilizados g resultados podem ser apresentados
ao publico, bem com todo 0 oy formato HTML ou CSV. Um
procedimento de captura de dados e sua exemplo de um trecho dos resultados

insercdo no banco de dados para gnresentados esta mostrado a seguir
consulta pelo sistema.

[LoK | [ Help |

Figura 7. Busca por ERD/cis elementos em
arabdopsis e Oryza sativa

Os resultados obtidos com as palavras-chaves
drought, arabdopsis, oryza e erd foram

Nome
do CisActing Espécie Sequéncia Cis
ERDS Sequencia CIS Cis Acting Variedade ERD

CATGTG MYC  Arabdopsis thaliana ERD 1
CATGTG MYC Oryza sativa ERD 5
CATGTG MYC  Arabdopsis thaliana ERD 6
[TATTCT CATGTG MYC Oryza sativa ERD 15
CATGTG MYC  Arabdopsis thaliana ERD 10
CATGTG MYC Oryza sativa ERD 16

\rabidopsis

ERD Thaliana

- 10PEHVESED

prbidorss o TTGTCAS Figura 8. Trecho de resultado da busca por
. ERD/cis elementos em arabdopsis e Oryza
sativa

ERD

14BPATERD1

\Arabidopsis

ERD Thatiana

2SSEEDPROTBANAPA CAAACAC

CONCLUSAO
Figura 6. Trecho de um resultado de uma
consulta por Cis-Elementos e sua fungéo A informacdo, quando organizada e
acessivel, amplia a possibilidade de
O sistema que faz varredura entre as geragdo de conhecimento, por expandir
bases de dados possui um repositorio de sua aplicacdo para além dos objetivos
dados que guarda as os nomes das basespara os quais ela foi primariamente
de dados disponiveis para consulta e produzida. A utilizacdo de ferramentas
também os dados sobre tabelas de cada de informatica é critca para o
base e suas variaveis. Com estes dados armazenamento seguro da imensa
sobre as bases de dados, o sisttma quantidade de dados moleculares
consegue buscar os dados sobre gerados diariamente nos laboratérios de
palavras-chaves digitadas e entéo faz as biotecnologia. Além disso, sistemas de
buscas pedidas. informacdo para MM como o aqui
desenvolvido sdo essenciais para a
integracdo dos dados moleculares com



os dados fenotipicos gerados por outras
areas de conhecimento, contribuindo
para a consolidacdo do uso de
informacdes genéticas avancadas a
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RESUMO

A Mata Atlantica encontra-se atualmente reduzidzequenas ‘ilhas’ de floresta em
grande parte de sua é&rea de distribuicdo origihallevastacdo deste bioma tem
contribuido para que um grupo de grande importéemiogica, 0s cupins, venha a ser
considerado praga, ocasionando danos tanto em umeamo quanto em culturas de
importancia econbmica como € o caso da cana-dexagDcpresente trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito que a proximidade cormanavial exerce sobre a taxocenose de
térmitas em um remanescente de Mata Atlantica na da Mata Sul do Estado de
Pernambuco. Foram demarcados 3 transectos de?2@@Btantes 10, 50 e 300m do
canavial. Cada transecto foi dividido em 20 set@emm 10 setores intercalados os
cupins foram procurados. Para cada transecto fiabiqueza e diversidade e para
cada género encontrado foram determinados os Radiée Ocorréncia (PO) e
Dominancia (PD). A proximidade com o canavial agagativamente sobre a riqueza e
diversidade de térmitas. Dos 19 géneros encontradosforam encontrados
anteriormente em associagdo com a cultura de aaagittar. Recomenda-se o



acompanhamento periodico do remanescente de Mkiatida, bem como do canavial
ao seu entorno, a fim de se evitar possiveis Bféss.

Palavras-chave:Cupins; Efeito de borda; Cana-de-acucar.

INTRODUCAO
Os cupins ou térmitas, insetos
pertencentes a Ordem Isoptera,

encontram-se amplamente distribuidos
entre as regides tropicais e subtropicais
do mundo entre as latitudes de 52° N e
45° S (Fontes e Arauljo, 1999 e
Eggleton, 2000).

No Brasil ocorrem cerca de 300
espécies distribuidas entre as familias
Kalotermitidae, Serritermitidae,
Rhinotermitidae e Termitidae
(Constantino, 1999).

Importantes ecologicamente constituem
juntamente com as formigas enorme
parte da biomassa em ecossistemas
tropicais, funcionando como
consumidores primarios decompositores
(Zorzenon e Potenza, 1998). Também
atuam favorecendo a porosidade do solo
devido a construcdes de tuneis e
galerias, o que contribui para um
melhoramento da aeracdo do terreno e
maior infiltracAdo das raizes vegetais
(Wood e Sands, 1978; Dangerfild
Maccarthy e Ellery, 1998; Jouquet et
al., 2005).

Apesar do essencial papel ecoldgico
desempenhado, o0s cupins sdo mais
conhecidos pelos prejuizos que causam
ao danificarem culturas de importancia
econdmica, bem como as estruturas de
edificacdes rurais ou urbanas que levam
madeira como matéria-prima. Em
grande parte, os problemas ocasionados
pelos cupins é devido a devastagcdo das
florestas — seu habitat natural. (Menezes
et al, 2007).

O rapido crescimento e a dispersao
geografica das populagbes nos
principais paises tropicais, bem como a

expansdo da chamada fronteira agricola,
tendem a deixar as areas de florestas
remanescentes imersas em paisagens
dominadas por pastagens, plantacdes e
areas urbanas (Tabarelli, Pinto e Leal,
2009). E o que tem ocorrido a Mata
Atlantica, considerada um dos maiores
repositorios de biodiversidade do
planeta e um dos 34 hotspots mundiais
de biodiversidade, que séo regides de
elevada riqueza biologica, que abrigam
a maior parte da biodiversidade do
planeta e estdo sob alto grau de ameaca
com 70% ou mais da vegetacéao original
ja destruida (Backes e Irgang, 2004 e
International Conservation, 2010).

O Bioma Mata Atlantica encontra-se
atualmente reduzido a pequenas ‘ilhas’
de floresta em grande parte de sua area
de distribuicéo original (Tabarelli, Pinto

e Leal, 2009). No Nordeste, esta
fragmentacdo se deu de forma
acentuada. Nos estados de Pernambuco
e Alagoas, por exemplo, grandes
extensdes de canaviais e pastagens
substituiram as florestas, restando
menos 10% e 4% da sua cobertura
original, respectivamente (Backes e
Irgang, 2004 e Tonhasca Junior, 2005).
Dentro desta perspectiva, 0 presente
trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito que a proximidade com o
canavial exerce sobre a taxocenose de
térmitas em um remanescente de Mata
Atlantica.

MATERIAL E METODOS

As atividades de campo foram
realizadas entre dezembro de 2009 e
janeiro de 2010 na Usina Unido
IndUstria S/A, localizada no municipio



de Primavera a 81,6 km do Recife, Zona
da Mata Sul do Estado de Pernambuco
(CONDEPE/FIDEM, 2010).

Foram demarcados trés transectos
paralelos, distantes 10, 50 e 300 metros
da borda do remanescente de Mata
Atlantica proximo ao canavial. Cada
transecto, medindo 2002100 x 2 m),

foi dividido em 20 setores de 1015 X
2m) e em dez setores intercalados, os
cupins foram procurados em todos os
possiveis microhabitats (solo,
serrapilheira, sob pedras, madeira em
diferentes estagios de decomposicéo,
sob/sobre casca de &rvore, ninhos e
trilhas), com esforco amostral de 90
minutos/pessoa/setor  (adaptado de
Florencio e Diehl, 2006). Uma vez
coletadas, as amostras foram
acondicionada em recipientes plasticos
individuais e levadas ao Laboratorio de
Térmites (LABOTERMES) na
Universidade Federal Rural de
Pernambuco, para posterior triagem e
identificacao.

Apoés a triagem, para a qual se utilizou
bandejas, pincéis e pingas,
acondicionaram-se 0s espécimes em
frascos de vidro, devidamente
etiquetados, contendo alcool a 80%. Em
seguida, as amostras foram submetidas
a identificacdo em nivel genérico
utilizando chaves dicotdmicas
(Constantino,1999; Constantino, 2002).
Para cada transecto foram calculados os
indices de diversidade de Shannon-
Wiener e Simpson com o auxilio do
programa Bioestat 5.0.

Para a complementacdo das analises
faunisticas foram determinados para
cada género, de acordo com o transecto
os padrbes de ocorréncia e dominancia.
O Padrao de ocorréncia (PO) foi obtido
a partir do numero de setores em que o
género foi encontrado, dividido pelo
namero total de setores avaliados
multiplicado por 100. Os géneros foram
categorizados de acordo com o0 seu
padrédo de ocorréncia em: raro, quando

presente em 1% a 10% dos setores;
esporadico, em 11% a 40%; comum, em
41% a 70%; frequente, em 71% a 99%,
e constante quando presente em 100%
dos setores avaliados.

O Padréao de dominancia (PD) foi obtido
a partir do namero de ocorréncias de
cada género dividido pelo numero total
de ocorréncias por transecto
multiplicado por 100. Os géneros foram
categorizados como raro, quando a
ocorréncia variou de 1% a 10% do total;
acessorio, de 11% e 49%; e dominante,
guando a ocorréncia do género variou
de 50% a 100% do total de ocorréncias
de térmitas por local.

Por fim, a combinacdo dos padrbes de
ocorréncia e de dominancia por
transecto foi utilizada como uma
indicagdo da abundancia de cada
género. Assim, um género foi
considerado comum, quando constante
e dominante em um transecto;
intermediario, quando: a) raro,
esporadico, comum ou freqlente e
dominante; b) raro, esporadico, comum,
freqUente ou constante e acessorio; c)
esporadica, comum, freqliente ou
constante e raro; e, finalmente, raro, no
caso de ter padréo de ocorréncia raro e
dominancia também raro (adaptado de
Florencio e Diehl, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados ao todo 19 géneros de
cupins (Tabela I), distribuidos entre as
trés principais familias de ocorréncia no
Brasil (Kalotermitidae, Termitidae e
Rhinotermitidae).

Em todos os transectos a familia

Termitidae foi dominante,
representando  80% dos géneros
encontrados, seguida pelas familias

Rhinotermitidae (15%) e Kalotermitidae

(5%).

A menor riqueza e diversidade foram

observadas no primeiro transecto,
seguido pelo segundo e terceiro (Tabela



). Esse resultado é devido ao fato dos
primeiros transectos sofrerem uma
maior influéncia do chamado “efeito de
borda”, que s&o modificacbes das
condigbes microclimaticas na zona de
transicdo entre floresta e area
modificada (no presente estudo, esta
area € representada pelo cultivo de
cana-de-agucar). Tais modifica¢cdes séo

oriundas da maior penetragdo da luz e
maior velocidade do vento, o que

provoca acentuada elevacdo da
temperatura, reducdo da umidade e
aumento da turbuléncia do ar (Tonhasca
Junior, 2005).

Quanto a abundéancia registrada, os
géneros encontrados variaram entre as
categorias intermediario e raro.

Tabela 1 - Numero de setores (N) em que o género foi addetdreqiiéncia (%) dos padrdes de
ocorréncia (PO) e de dominancia (PD) e categofias(— constante; | - intermediario ou R - raro¥ do
géneros de térmitas coletados em remanescente @eAdlantica da Usina Unido IndUstria, Primavera,

PE, entre dezembro de 2009 e janeiro de 2010.

Familia/Subfamilia/Gé Transectos
nero
(10m) (50m) (300m)
N PO PD| C N PO PD| C| N| POl PD| C

Kalotermitidae

Calcaritermes

Termitidae

Apicotermitinae

Anoplotermes 3 30 10 |

4 40 14 I 3 30 1d I

Aparatermes 4 40 13 I - - - 2 20 7 I
Grigiotermes 1 10 3 | Rl 2 20 7 | - - -
Ruptitermes 4 40 13| 1 10 4 - - - -
Tetimatermes 1 10 3| R| 1 10 4 2l 29 7 |
Nasutitermitinae
Armitermes 1 10 3 R - - - - 1| 10 3] R
Diversitermes 3 30 | 10 1| 2 20 70 1 2 20 7] |
Embiratermes 1 10 3| R| 2 20 7 Il 6| 60 19 |
Nasutitermes 10 | 100 | 33| 1| 10| 100/ 36 I 7 70 2B |
Velocitermes . . . . 2 20 7 | - - - -
Termitinae
Amitermes - - - - - - - - 1 10 3| R
Cavitermes

Microcerotermes

1| 10| 4| Rl -| -| -] -

Neocapritermes

Orthognathotermes




Rhinotermitidae

Coptotermes _ } . . - - - - 1 10 3 R
Heterotermes _ ) ) . 1 10 4 R 2 20 7 I
Rhinotermes 1 10 3 R 1 10 4 R - - - -

Tabela 2. Valores de riqueza e diversidade de Shannon-Wiertgimpson de acordo com o transecto
estudado em remanescente de Mata Atlantica da Wkiré Inddstria, Primavera, PE, entre dezembro

de 2009 e janeiro de 2010.

Transecto 1 Transecto 2
(10m) (50m) Transecto 3 (300m)
Riqueza 11 12 14
indice de diversidade de 0.8878 0.9180 1.0261
Shannon-Wiener
indice de diversidade de 0.8267 0.8240 0.8783
Simpson

No primeiro transecto, dos onze géneros
encontrados, seis foram categorizados
como raro e cinco como intermediarios;
no segundo transecto, dos doze géneros
encontrados, seis foram categorizados
como raro e seis como intermediarios;
no terceiro transecto, dos catorze
géneros encontrados, sete foram
categorizados como raro e sete como
intermediarios.

A maior frequéncia de géneros
categorizados como raros no terceiro
transecto, foi decorrente,
provavelmente, da maior riqueza
observada. Apesar de serem géneros

distintos, muitos deles apresentam
hdbitos semelhantes, resultando em
disputa pelos mesmos recursos

(competicdo interespecifica). Segundo
Odum (1988), a competicdo entre
espécies semelhantes ecologicamente
pode levar a diminuicdo do numero de
individuos de uma populacdo que passa
a ficar restrita a pequenas areas. Sendo
assim, a menor incidéncia de géneros,
categorizados como raros nos transectos
demarcados a 10 metros da borda do
fragmento de Mata Atlantica, é
decorrente provavelmente da menor
rigueza observada, uma vez que apenas

populacdes capazes de adaptar-se a
condicbes adversas sao encontradas
neste local.

CONCLUSAO

Compondo a termitofauna do fragmento
de Mata Atlantica estudado, foram
identificados dezenove (19) géneros de
cupins distribuidos entre as familias
Termitidae, Rhinotermitidae e
Kalotermitidae.

A proximidade com o canavial exerceu
uma acao negativa sobre a termifauna
da area estudada, sendo este fato
refletido pela menor riqueza e
diversidade observada no primeiro
transecto (demarcados a 10 metros da
borda) em relacdo a riqueza e
diversidade apresentada pelos ultimos
transectos (demarcados a 50 e a 300
metros da borda).

Os génerosAmitermes, Nasutitermes,
Cylindrotermes, Neocapritermes e
Heterotermes merecem destaque por
terem sido anteriormente registrados
ocasionando algum dano a cultura de
cana-de-agucar. Ressalta-se ainda
o fato de todos estes géneros terem sido
registrados no transecto mais proximo



ao canavial. Remenda-se, portanto, um
acompanhamento periodico do

remanescente de Mata Atlantica, assim
como do canavial ao seu entorno a fim
de se evitar possiveis infestacoes.
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RESUMO

Tandem Repeats (TR) s&do sequéncias onde 0s mesadrep se repetem

consecutivamente e tém sido usado como marcadem®gcos (microssatelite e

minissatelite) ha muitos anos. Recentemente, n@sisdos tém associado TR a
importantes processos regulatorios 0 que aumertdpsideravelmente o interesse em
TR. A reducédo exponencial do custo de sequenciantentsado por novas tecnologias
resultou em proliferacdo de projetos relacionadogeaoma e assim a busca por
marcadores moleculares, tais como microssatélitesnessatélites (TR) e SNPs, se
torna cada vez maior. Assim, é importante terlgoritmo mais rapido para busca de
TR em genoma e também que forneca o maior numesiyad de TR. Neste trabalho é
proposta uma nova estratégia para se obter TRrdeafmais rapida e também com
eficiéncia. Esta nova proposta, que sera chamadaodeolutionTR, reduz o tempo de

busca por TR em torno de 30% a 50% em relacdo rasoehfoques conhecidos da
leiteratura e também consegue obter uma quantidade de TR.

Palavras-chave Tandem Repeats, Algoritmo, Desempenho.

INTRODUCAO (TR) ou interpersed repeats. Séo

exemplos do primeiro grupo o0s
Com a conclusao de diversos projetos microsatélites, minisatélites e
relacionados a genomas, vieram a tona teldmeros; do segundo grupo, 0s
alguns fatos inesperados como, por elementos genéticos moveis ou,
exemplo, a constatagéo que, simplesmente, transposons. Ha
aproximadamente, 50% dos genomas de aplicacdes instrumentais para os dois
mamiferos sdo  compostos por grupos. Os minisatélites sdo utilizados
sequéncias repetitivas (Bannert & como marcadores moleculares em
Kurth, 2004). Nas plantas essa estudos de melhoramento genético de

proporcdo pode alcancar fenomenais
90% (Kazazian, 2004; SanMiguel et al.,

1996). As sequéncias repetitivas podem
ser classificadas como tandem repeats

plantas e de animais para identificagéo
de genes de interesse cientifico ou
econdmico (Lander & Botstein, 1989;
Sharma et al, 2007), ou, mais



comumente, em testes de paternidade
(Botstein et al.,, 1980;Rocheta et al.,
2007); ja os transposons tém aplicagbes
na regulacdo génica e terapia genética
(lvics & Izsvak, 2006).

Identificar as sequéncias repetitivas em
um genoma pode ser visto como um
problema de alinhamento multiplo de
sequéncias, que é um problema NP-
Hard (Wang & Jiang, 1994; Jiang et al.,
2000). O simples alinhamento local de
duas sequéncias jA é um problema
computacionalmente caro (Waterman &
Smith, 1981), e exigiu 0
desenvolvimento de heuristicas como o
FASTA (Wilbur & Lipman, 1983) e o
BLAST (Altschul et al., 1990) para
acelerar, e, consequentemente, tornar
viavel a busca em bases de dados
gigantescas.

Ha uma colecdo significativa de
softwares para identificar sequéncias
repetitivas. Talvez o mais popular seja o
Tandem Repeat Finder
(http:/tandem.bu.edul/trf/trf.html).
Entretanto, dada a complexidade do
problema de identificar as sequéncias
repetitivas, a quantidade de novos
softwares e metodologias cresce a cada
ano (Zhi et al., 2006; Price et al., 2005;
Kurtz et al., 2001). Uma observacao a
ser feita é que cada um destes softwares
nao consegue obter todas as sequéncias
possiveis ou ainda sao limitados a um
tamanho maximo de sequéncia (nao
conseguem rodar para um genoma de
arroz, por exemplo) ou necessitam de
grande quantidade de processamento e
memoria para serem executados. Enfim,
existem limitagbes nos algoritmos e
assim ainda sao necessarias pesquisas
com a finalidade de se obter algoritmos
que possam ser executados de forma a
obter todos os TR de uma sequéncia,
por maior que ela seja, e também em
tempo razoavel.

Este trabalho mostra um algoritmo, de
propésito geral, para se obter todas as
TR, qualquer que seja o tamanho, em
uma sequéncia qualquer. Uma das
vantagens deste algoritmo é que néo
necessita de estrutura de dados
complexas e também n&o necessita de
grande quantidade de memoria e é
executado rapidamente, conforme
podera ser visto nos resultados a serem
mostrados neste trabalho.

MATERIAIS E METODOS

A ideia central deste algoritmo € como
uma seqléncia é comparada com ela
mesma, defasada de k posicdes. Assim,
para o caso do DNA, se k for igual a 1,
sera possivel obter as repeticbes de uma
mesma base nitrogenada A, T, C ou G
(periodo da sequéncia € igual a 1). Se k
for igual a 2, serd possivel obter a
repeticdo de sequencias de duas bases
(por exemplo, AT, CT, GC, AG, etc.).
Se k for igual a 3, serd possivel obter
uma sequéncia de repeticoes de 3 bases
(pelo menos uma destas é diferente e o
periodo é 3), e assim por diante,
valendo para k = n. Para exemplificar,
seja a sequéncia abaixo.

TCGGATGATTTTTTATAG

Comparando a mesma sequéncia com o

atraso de uma posicdo, tem-se o

seguinte:

TC GATGATTTTTTTAG
TCGATGATTTTTTTA
oo0oo0o0O0OCOO0OCI 1T 111100

A primeira e segunda linhas sédo as
mesmas com um atraso de uma base da
primeira em relacdo a segunda linha. A
terceira linha é composta somente por 0
e 1, e 0 indica comparacdo de bases
diferentes e 1 indica comparacdo de
bases iguais. Observe que existe uma
sequénciade TTTTTT e a terceira linha
indica 111110. Por causa do atraso das



duas sequéncias, o numero de valores
iguais a 1 € uma unidade a menos que a
qguantidade da repeticdo. Neste caso,
para 6 repeticbes (TTTTTT), tem-se 5
repeticobes de 1 (11111). De forma
analoga, seja a sequéncia abaixo, para
exemplificar a repeticio de uma
sequéncia repetida de duas bases.

GATGATATATATATATC
Se compararmos esta seqiéncia com ela

mesma com 0 atraso de duas bases, tem-
se a seguinte comparacao.

G A TG ATATATATATATC
G A T G A T AT ATATAT A
¢ ¢ 9o 911111111110

Observe que novamente, temos uma
sequéncia (ATATATATATAT), com
periodo de duas bases e frequéncia de 6
repeticbes. Observe que se teve 10
repeticbes de 1 (1111111111) na
terceira linha, que mostra a comparagao
entre as duas sequiéncias com atraso de
duas bases. Como o atraso € de duas
bases, e tem-se 10 repeticbes, entdo
basta dividir 10 por 2 (numero do
atraso, que indica o periodo da
seqUéncia desejada). Assim, tem-se 5,
que é a frequiéncia da sequéncia menos
1 (o atraso).

Assim, de forma geral, se tiver uma
sequéncia de periodo p, e frequéncia de
repeticdes f, e k for o numero do atraso,
tem-se que, se O numero n de
comparacdes iguais a 1 obtidos for
igual a n=(f*k — k) = (f— 1)*k ek =p,
entdo temos uma sequéncia periddica,
com periodo p (igual ao atraso k) e
frequéncia f. Matematicamente, seria

f=(n/k)+1 e p=k

O valor da divisdo de n/k deve ser
transformado para inteiro, desprezando-
se a casa decimal.

Com esta ideia central, € possivel de se
fazer um algoritmo rapido para se obter
as sequéncias de repeticbes desejadas.
Pode-se fazer uma laco de repeticéo

(loop) com i variando de 1 a S (periodo
maximo de busca) e comparar a
sequUéncia com ela mesma com o atraso
i. De forma geral, seria sequéncia (j)
versus sequéncia ( - i) (uma
comparacao), j variando deia F, F é a
posicéo final da sequéncia (tamanho da
sequéncia). Assim, para cada valor de i,
ter-se-ia sequéncias de 1 ou 0, resultado
da comparacdo, e cada uma das
sequéncias de 1 seria avaliada para ver
se a divisdo da frequéncia desta
sequUéncia por i seja exata ou a parte
inteira  maior que um valor preé-
estabelecido. Observe que se procura a
sequéncia de periodo minimo i
(multiplos de i ndo valem).

Um detalhe a ser levado em conta é que
se podem ter periodos nos quais existem
outros periodos. Por exemplo, seja a
sequéncia abaixo.

AAAAATAAAAATAAAAATAAAAATAAAAAT

A sequéncia tem um periodo AAAAAT.
Porém, este periodo tem o periodo
AAAAA. Assim, quando no atraso de
uma base (k 1), o algoritmo vai
encontrar a sequéncia AAAAA. Quando
o atraso for igual a 6 (k 6), O
algoritmo vai encontrar a sequUéncia
AAAAAT. O algoritmo mostra todos
esses periodos e frequéncias desde que
sejam minimos. Assim, mostraria 0s
periodos A e AAAAAT, com a
respectiva posicdo de inicio. Fica a
cargo de quem vai analisar ver qual o
periodo minimo que comeca na dada
posicdo que vai ser considerado.

Sobre periodo minimo, para melhor
entendimento, seja a sequUéncia
CAAAAAAAAAAT. Essa seguencia
poderia ter os periodos A (frequéncia
10), AA (frequéncia 5), AAA
(frequéncia 3), porém, como o periodo
minimo € 1, entdo esse é o valor que
serd mostrado pelo algoritmo. Se uma
sequéncia € multipla de uma que foi ja
obtida, entdo esta sequUéncia que se
repete sera descartada em favor da que



tiver um periodo minimo (claro que se

Obviamente, outros detalhes, como, por

referem as mesmas bases da sequéncia exemplo, verificar se a sequiéncia obtida

em estudo).

O algoritmo para este tipo de analise de
seqUéncia para obter tandem repeats
seria.

Algoritmo ConvolutionTR
Ler a sequencia de interesse. Seja F
o tamanho da sequéncia.
TamanhoMinimoDaFrequencia = 5;
/I altere aqui se quiser uma frequéncia
maior
Repita parai=1, 2, ....., S, Séo
periodo maximo desejado
contador_de_ 1 =0;
Repita para j =i, i+1,i+2, ...F - i
Se( sequencia(j) = sequencia(j —

i))

entdo contador de 1 =
contador_de_1 + 1,

senao

contador_de_1_ anterior =
contador_de_1;
contador de 1=0
Fim_Se
Se (contador de 1 = 0 e
(i+contador_de 1 anterior [/ i) >=
TamanhoMinimoDaFrequencia )
entao
pos = j - i*
contador_de 1 +i;
1
/I Imprimir resultado parcial
imprimir (“posica
inicial >>” + pos)
repita para r =
pos, pos +1,...j-1
imprima
(sequéncia(r))
fim_repita
Fim_Se
Fim_Repita para |
Fim_Repita para i

Acima esta o algoritmo, de forma
simplificada, do que seria para se obter
tandem repeats de uma sequéncia.

€ multipla de uma outra seqiiéncia ja
obtida anteriormente, nao estdo
descritos acima por amor a
simplicidade.

O gue geralmente se tem séo sequéncias
grandes, cujo tamanho podem ser de
dezenas de bytes a alguns GB. Assim,
nao é possivel ler uma sequéncia muito
grande em uma s6 variavel
(infelizmente) e executar o algoritmo
acima. O que é feito é ler a sequéncia
por partes, do inicio ao fim, e para cada
parte lida executar o algoritmo acima.
Para se fazer isso, tem que se considerar
a sequéncia anterior lida e a posterior a
ser lida pois uma sequéncia pode ter
comecado no final da sequéncia
anteriormente lida ou ainda, nao
terminar na sequéncia atual. Enfim, tem
mais casos a serem considerados.
Assim, imagine um arquivo que tenha
uma sequéncia com 1.000.000 de bases.
Admita que esse tamanho seja dividido
100 leituras de 10.000 bases. Imagine,
sem perda de generalidade, que se
deseja obter sequiéncias de até 100 bases
como periodo e que se esteja na leitura
do décimo pedaco da seqiéncia total.
Assim, tem-se que se levar em conta se
a seqgUéncia anterior, ao ser analisada,
terminou em algum atraso k com o
valor 1. Se terminou, isso significa que
a sequéncia de 1 ainda pode continuar
na sequéncia atual que esta sendo
analisada. Entdo, todas as sequéncias
parciais de 1 que vieram da seqiéncia
anterior deverdo ser guardadas (claro
gue aquelas que se referem ao final da
sequUéncia anterior e que vao continuar
na sequéncia atual). Esse detalhe tem
gue ser adicionado ao algoritmo acima,
pois ele é para o caso de quando a
sequéncia é pequena suficiente para ser
guardada em uma variavel. O
desempenho do algoritmo sera tanto
melhor quanto maior for a parcela da
sequéncia total que puder ser



armazenada na variavel (quanto mais
memoria, melhor).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O algoritmo da proposta deste trabalho
foi feito usando a linguagem C e pode
ser executado em qualquer plataforma,
apos ser compilado, visto que sO
depende de bibliotecas de C que
existem em todos os compiladores.
Este programa entdo foi comparado
com alguns sistemas para se obter
tandem repeats, que podem ser vistos
em
http://en.wikipedia.org/wiki/Tandem_re
peat. Estes sistemas sdo TRF (Tandem

Repeat  Finder), disponivel em
http://tandem.bu.edu/trf/trf.html,

MREPS, disponivel em
http://bioinfo.lifl.fr/mreps/, SWAN

(Structure Word Analyser), disponivel
em http://favorov.imb.ac.ru/swan/,
PHOBUS, disponivel em
http://www.ruhr-uni-
bochum.de/spezzoo/cm/cm_phobos.htm
O ambiente computacional no qual
foram feitos os testes (comparacdo) é
CentOs linux, v 5.5, kernel 2.6.18-
194.3.1.el5, 64 bits, 16 Intel(R)
Xeon(R) CPUs, 2.80GHz cada CPU,
cache igual a 8192 KB.

As Tabelas 1, 2 mostram comparacoes
entre a nova proposta e o algoritmo
TRF pata tempo de execucdo e também
para TR obtidos quanto a sua
frequiéncia.

Tabela 1. TRF x ConvolutionTR — tempo de
execucao (s)

Seq 1 — DNA da variedade Nipponbare

(arroz)

Seq 2 — cromossomo 1 da variedade
Nipponbare —

Seq 3 — DNA de Arabdopsis thaliana
(At)

Seq 4 - Cromos. 5 de Arab thaliana

Tabela 2. Frequéncia de TR x nimero de

sequéncias repetidas em relacdo ao DNA da
variedade Nipponbare (arroz) e periodo de TR
maior ou igual a 12

Fre Convolu
TRq TRF | SO | Phobus

4 60312| 238004 | 233819
5 10912 | 57941 | 57117
6 3624 20359 19825
7 1661 9924 9510
8 941 5154 4932
9 626 3179 3046
10 424 1997 1941
11 319 1310 1281
12 223 960 944
13 167 744 730
14 140 631 616
15 146 579 579
16 118 467 458
17 103 414 406

Tabela 3.Comparacédo de tempo de execucéo e
namero de TR obtidos por algoritmos (DNA de
Nipponbare)

Software Tempo(s)| Numero
de TR

ConvolutionTR 548 149014
Mreps 30 18460

Phobos 1013 146591
TRF 964 82663

Sequences TRKE ConvolutionTR
(s) |(s)

Seql 1067 570

Seq 2 107 | 66

Seq 3 300 | 187

Seq 4 61 41

Na tabela acima, as sequéncias sao:



Tabela 4. Tempo de execucéo para se obter todos os L
TR de periodo entre 2 e 100 e frequéncia acima gPOdem existir propostas que tenham um

(DNA Nipponbare)

Swan 13912 | 2706
Software Tempo(s)| Numero
de TR
Phobos 985 15347
Swan 13912 2987
ConvolutionTR 542 15691
TRF 964 3781
Mreps 19 3448

Tabela 5. Tempo de execucgdo para se obter
todos os TR de periodo entre 1 e 100 e
frequéncia acima 8 (DNA Nipponbare)

Software Tempo(s)| NuUmero
de TR
ConvolutionTR| 178 60982
Mreps 17 23791
Phobos 331 59619
TRF 692 31396
Swan 14112 9800

Tabela 6. Tempo de execucdo para se obter
todos os TR de periodo entre 2 e 100 e
frequéncia acima 8 (DNA Arabdopsis thaliana)

Software Tempo(s)| Numero
de TR
Phobos 261 3739
Swan 670 1098
ConvolutionTR 173 3777
TRF 692 649
Mreps 17 2345

Com os resultados das tabelas 1, 2 e 3,
mostrados na seccao anterior, pode-se
perceber que a nova proposta é superior
tanto em tempo quanto de execucado
guanto em termos de se obter TR. Isto
ocorre pelo fato do algoritmo somente

necessitar de comparar a sequéncia lida
com ela mesma com um dado atraso K,
para se obter TR de periodo k, tal como
foi mencionado na secdo “Method".

Esta comparacdo leva a se obter todos
0s tandem possiveis para o0 periodo
(atraso k) em questdo. Esse é o grande
mérito desta proposta. Possivelmente

tempo de execugdo menor, mas em
termos de qualidade de resultado, a
proposta tera todos os tandem possiveis
na sequéncia.

Os algoritmos comparados tém outras
consideragdes quanto ao funcionamento
para se obter TR de uma sequéncia.
Consideracoes estatisticas (TRF,

SWAN) levam um tempo para serem

computadas (mais instrucoes

computacionais) e ndo conseguem obter
todos os TR mas conseguem obter um
razoavel numero de TR, porém em

tempo consideravel. Phobos foi o

melhor destes, e teve um bom

desempenho  comparativo.  Porém,

devido a simplicidade da nova proposta,

0 que implica em menos instrugdes

computacionais para serem realizadas,
nao teve um desempenho que pudesse
ser melhor que a nova proposta. Mreps
teve um 6timo desempenho em termos
de tempo mas obteve menos de 1% de
TR que a nova proposta ou Phobos
tiveram.

CONCLUSAO

A nova proposta apresentada possui um
desempenho muito bom, quando
comparados a algumas propostas
existentes na literatura. E relativamente
simples de implementar e pode ser
usada para se obter qualquer tipo de
sequéncia repetitiva, ndo importa o quéo
complexa e quéo grande esta seja.
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RESUMO

Os estdmatos sdo as células responsaveis pelas gasosas nos vegetaisncornia
speciosaGomes é uma espécie brasileira que ocorre, predoteimente, em regides
com clima seco, como o Nordeste e Norte do paidividbuos desta espécie sdo
encontrados em regides costeiras, nas restingasideoado um ambiente com
caracteristicas adversas para os vegetais. Owabgste estudo foi verificar a variacdo
estomatica em regifes distintas da folhaHaecornia speciosaFolhas de individuos
de H. speciosaforam coletadas em fragmento de restinga, liteshlde Pernambuco.
Fragmentos das por¢cfes mediana, apice e baselldas foram dissociados em NaCl,
para confeccdo de laminas semipermanentes da m@dsrguindo metodologia usual
em anatomia vegetal. As analises foram realizatfagés de imagens digitais. Nestas
imagens foram realizadas as analises de densidachero e indice estomatico, atraves
de programa de analise de imagens. Teste de viariBhOVA) foi realizado para
identificar possiveis variacdes nos parametrosisatals entre as porcdes da lamina
foliar. Analisando folhas distintas, pode-se vedfivariancia significativa no nimero
de estbmatos e na densidade estomatica, entrete@ittdouve variancia significativa



entre as diferentes porcbes de uma mesma folha ¥siacdo entre as folhas
demonstra a elevada plasticidade da espécie.

Palavras-chave Epiderme; Densidade Estomatica; Restinga

INTRODUCAO
Hancornia speciosa Gomes,
popularmente conhecida como

7

mangabeira, € uma espécie da familia
Apocynaceae, caracterizada por
apresentar folhas simples, alternas e
opostas, com flores hermafroditas, e
frutos arredondados aromaticos
utilizados na alimentacdo humana.
Nativa do Brasil, H. speciosa é
caracteristica do clima seco do Nordeste
e Norte do pais, atingindo também
regides de Cerrado que apresentam
elevadas temperaturas. No Nordeste
brasileiro, a mangabeira esta
estabelecida na faixa litoranea, em
ecossistemas de restinga, com solos
pobres em nutrientes, de textura arenosa
e facil drenagem (FERREIRAt al.
2003). A mangabeira, assim como
outras espécies tipicas de restinga, vem
sofrendo com a acdo antropica, desde a
expansao imobilidria e até mesmo com
o cultivo de monoculturas (ROS& al,
2005).

O ambiente de restinga possui uma
vegetacao caracteristica e aclimatada as
suas condicbes edaficas, essas
condicbes do ambiente litoraneo podem
ser consideradas limitantes para o
estabelecimento das espécies vegetais,
sendo eles: elevada temperatura, alta
incidéncia luminosa, elevados niveis de
salinidade (FRANCO et al.
1984, HENRIQUES et al 1984),
deficiéncia de nutrientes e baixa
disponibilidade de &agua no solo. Os
vegetais expostos a tais condicoes,
comoH. speciosaapresentam variagoes
morfoanatdbmicas que configuram uma
estratégia para 0 estabelecimento e
sobrevivéncia do  individuo  ao

ambiente. A folha, 6rgdo vegetal de
maior plasticidade, é o principal 6rgao
do vegetal que apresenta variagdes em
sua estrutura morfoanatomica, que
geram condi¢des para a permanéncia do
vegetal no ambiente.

Nas folhas as células responsaveis pelas
trocas gasosas sado os estdmatos, através
do mecanismo de fechamento e abertura
do ostiolo, estas células regulam a
entrada de C@ e a saida de agua ¢ O
(Ecologia Funcional. FCTUC. 2009).
Em  situacdes  adversas, como
encontradas em regides de restinga, 0s
vegetais podem regular melhor as trocas
gasosas através de uma variacdo na
densidade estomatica. Quando ha um
aumento nesta densidade ocorre uma

maior absorcao de Go e
consequentemente, maior perda de
agua, podendo  ocasionar uma

diminuicdo da temperatura interna da
folna (Ecologia Funcional. FCTUC.
2009).

Diante do exposto, esta pesquisa
objetiva verificar a variacdo estomética
em diferentes folhas deHancornia
speciosae em diferentes porgbes de
uma mesma folha.

MATERIAL E METODOS

A éarea de estudo localiza-se em um
fragmento de vegetacédo de restinga, na
Reserva Particular do Patrimonio
Natural (RPPN) de Nossa Senhora do
Outeiro de Maracaipe, no municipio de
Ipojuca, litoral sul de Pernambuco.
Foram selecionados trés individuos de
Hancornia speciosa distribuidos
aleatoriamente na area de vegetacao e,
de cada individuo foram coletados trés
folnas madurgs sendo consideradas



folhas maduras aquelas dispostas a
partir do quinto nd, a contar do apice
dos ramos.

O material botanico coletado foi
acondicionado em sacos plasticos
etiquetados e levado ao Laboratério de
Fitomorfologia Funcional (LAFF) da
Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Em laboratorio
o material foi fixado em FAA 50
(JOHANSEN, 1940). Para andlise da
epiderme, folhas inteiras foram lavadas
em agua destilada e fragmentada em
trés porcdes: 4pice, mediana e base. A
regido mediana da folha foi dividida em
duas éreas, sendo uma proxima a
nervura e a outra a borda da folha. As
porcdes da folha foram imersas em
solucéo de hipoclorito de sodio a 20, 30
ou 50%, até sua completa dissociacao.
Os fragmentos epidérmicos obtidos
foram lavados em &gua destilada,
corados com safranina e azul de
metileno e montados em glicerina 50%
(JOHANSEN, 1940; KRAUS &
ARDUIN, 1997) e as laminas lutadas
com esmalte de unha incolor.

Foram analisados o0s parametros
densidade, numero e indice estomético e
namero de células fundamentais da
epiderme. A densidade estomatica foi
calculada dividindo-se o numero de
estbmatos total pela area foliar total. O
indice estomatico (Si) foi calculado com
a utilizacdo da seguinte formula: Si
(%)= [Sn/(Sn+Em)]x 100, sendo Sn o
namero de estdmatos e Em o numero
das demais células da epiderme
(CUTTER, 1986).

As analises dos caracteres foram
realizadas em imagens digitais, obtidas
com camera CCD acoplada ao
microscépio  Optico, através do
programalmage Tool(WILCOX et al.,
2002).

Para a analise de variacdes nas meédias
dos caracteres funcionais avaliados foi
empregada a Analise de Variancia

(ANOVA), utilizando o software

Statistica 6.0 (Statsoft 2001).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie analisada apresenta folhas
com estbmatos apenas na face abaxial
da epiderme (Figura 1), sendo
classificada como hipoestomaticas,
apresentando também raros estbmatos
na regido da nervura principal
(FiguralE). Os estomatos sdo do tipo
paracitico, segundo a literatura este tipo

estomatico € comum a familia
Apocynaceae (Metcalfe & Chalk,
1957).

A densidade e o niumero de estdmatos
nao apresentaram variacdo significativa
entre as porcbes da lamina foliar
analisadas, para ambos o0s parametros a
porcdo mediana da folha apresentou os
maiores valores (377,70 estdmatos/mm
e 67,88, respectivamente), enquanto que
a regido da borda os menores valores
(336,41 estdbmatos/nfm e 60,55,
respectivamente) (Tab. 1).

A densidade dos estdmatos € uma
caracteristica que varia de acordo com o
ambiente (MELO et al, 2004).
Pesquisas indicam que a densidade
estomatica é maior em plantas
submetidas a deficiéncia hidrica
(MENEZES et al.,, 2003), & elevada
salinidade (FLOWER®t al.,1986) e a
altas temperaturas (SACH®t al,
1993). Segundo Pereiet al. Observa-

se um aumento na densidade estomatica
de plantas exposta ao sol devido a
diminuicdo do tamanho foliar.
Zanenga-Godoy & Costa (2003)
realizaram estudo com espécies do
género Cattleya e encontraram
diferencas significativas na densidade
meédia dos estdmatos, entre as espécies e
também entre as regibes da folha.
Analisando a possivel variacdo entre as
diferentes partes da folha (apice, borda,
porcao mediana e base).



Figura 1. A,Face adaxial da base, com auséncia de estr&tﬁase abaxial da bagg; Fce abaxial
da bordaD, face abaxial do apic&, Face abaxial da porcdo mediana, com a presencstd@®ato na

regido da nervurd:, Face abaxial da base, evidenciando estémato. rfiastdna nervura. Barras: A-E,
100pum; F, 50pum

Tabela 1.Valores quantitativos de células epidérmicasada Bbaxial erdlancornia speciosa

Porcdes da Nuamerode  Numero de células Indice estomatico Densidade
lAmina estbmatos fundamentais estoméatica
Apice 60,77+7,80a  183,55+24,77 a 184,55 +247 337,65+43,37a
Borda 60,55+ 7,53 a 189,55 £ 9,50 a 190,55 + 8,50 336,41 + 41,86 a
Mediana 67,88+3,48a 179,88+ 13,76 a 180,88,7618 377,16 + 19,33 a
Base 63,66 +543a 179,66 + 15,02 a 180,66 + 185,02353,70 + 30,17 a

*letras mindsculas iguais na mesma coluna indicammethanca estatistica pelo teste de Tukey (p<.0,05)

Em uma analise do nimero de estbmatos em difereetgSes de folhas distintas,
observou-se que houve variagéo significativa nadentre as folhas 2 e 3; e na base
entre as folhas 1 e 3 (Tabela 2). Nas outras regiae houve diferenca significativa.

Tabela 2. Comparacédo do nimero de estdmatos/campo (0,13 emtie as regides e folhas analisadas
emHancornia speciosa

Repeticbes Apice Borda Mediana Base

F1 55,33+ 10,69a 62,66+ 2,08 ab 70,66 £0,57a 69,00 +4,58a
F2 61,00 £ 6,08 a 52,66 £ 6,02 b 67,33 +£3,51a 3%3,1,52 ab
F3 66,00 £ 2,64 a 66,33 £ 6,02 a 65,66 + 4,04 a 668,3,78 b

*letras minUsculas iguais na mesma coluna indicamethanca estatistica pelo teste de
Tukey (p< 0,05).

De acordo com o teste de variancia as folhas 2 e 3; e na base entre as folhas
(ANOVA) houve variacao significativa 1 e 3 (Tabela 3). Nas outras regides nao
na densidade estomética na borda entre houve diferenca significativa.



Tabela 3. Comparacdo dos dados de densidade estomética (médianf) entre as regides e folhas
analisadas erHancornia speciosa

Repeticbes Apice Borda Mediana Base

F1 307,40 £59,40 a 348,14+ 11,56 ab 392,59+ 3,20a 383,33+25/45a
F2 358,88 £33,79a 292,59 +33,48b 374,07+19,51a 351,85+8,48ab
F3 366,66 + 14,69 a 368,51 +33,48a 304,81+2245a 325,92+21,03b

*letras minuUsculas iguais na mesma coluna indicamethanca estatistica pelo teste de
Tukey (p< 0,05).

A espécie estudada apresenta elevada Em relacdo ao indice estomatico (%)

densidade estomatica (Tabela 3), n&o houve variacdo significativa entre

segundo Fahn & Cutler (1992), esta as meédias das folhas em nenhuma das
caracteristica pode estar associada a regides estudadas.

estratégias de reducdo dos efeitos

nocivos da luz solar e déficit hidrico.

Tabela 4. Comparacédo do indice estomatico (%) entre as esgidfolhas analisadas diancornia
speciosa

Repeticbes Apice Borda Mediana Base

F1 196,00 +4,35a 193,33+10,59a 183,66+ 3,78E90,00 + 4,35 a

F2 187,00 £ 40,26 a191,33+12,01a 174,66+21,73a 174,33+17,24a
F3 170,66 + 17,92 a 187,00+ 854a 184,33+1357a 177,66+ 19,55a

*letras mindsculas iguais na mesma coluna indicamethanca estatistica pelo teste de Tukey (p<.0,05)

O indice estomatico pode ser constante Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pelo
para as espeécies, sendo a umidade o apoio financeiro através de bolsas de

fator que mais exerce influéncia (Cutter,
1986).

CONCLUSAO

Houve diferenca significativa entre as
folnas, demonstrando a elevada
plasticidade fenotipica da espécie.

O padrédo de variancia significativa
entre os caracteres nimero de estdmatos
por campo e densidade estomatica se
repetiu, na borda entre as folhas 2 e 3 e
na base entre as folhas 1 e 3.

Atravées do estudo realizado né&o
podemos afirmar quais fatores
ambientais/genéticos teve maior

influéncia entre os dados apresentados.
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RESUMO

Os eufausiaceos sdo crustaceos pelagicos mariabitrmdnte reconhecidos pelas suas
branquias expostas. Este trabalho tem como objestdar a composicdo e a variacao
nictimeral de eufausiaceos durante o0 més de juthtamyo do Arquipélago de Sao
Pedro e S&o Paulo (ASPSP). As amostras de zooptaforhm feitas mediante arrastos

obliqguos com rede Bongd com malha de 300 micromettesde 150 metros de
profundidade até a superficie em 8 estacdes. Forglentificadas 4 espécies :
Thysanopoda tricuspidata, Euphausia similis, Eume@utenera e Stylocheiron
robustum A maxima densidade de espécies foi encontradanthu as amostras
noturnas, o que pode estar relacionado com o paldrémigracao vertical das espécies.
O maior numero de individuos identificados encortrse em estagio de larva
(caliptopis e furcilia) indicando que as aguas pnas do ASPSP oferecem condicdes
ambientais propicias a reproducdo desse grupo.

Palavras-chave Eufausiaceos; zooplancton; migracéo vertical.

INTRODUCAO

Eufausiaceos sdo crustaceos pelagicos
pertencentes a superordem Eucarida e
todas as 85 espécies conhecidas
atualmente sdo marinhas (Ruppert et.
al., 2005; Castellanos et. al., 2002). Sao
facilmente reconhecidos pelas suas
branquias que ficam expostas, pois néo
ha uma camara branquial, que esta
presente, por exemplo, nos decapodes
(Brandé&o, 2007). A forma do corpo do

“krill”, como eles sdo chamadoembra

a de um camardo, com uma carapaga
bastante desenvolvida e fundida com
todos os segmentos toracicos. O ciclo
de vida de algumas espécies de
eufausiaceos inclui a liberacdo dos ovos

na agua; outras espécies mantém os
ovos presos aos pledpodos, formando
uma cesta branquial, sendo encubados
por um curto periodo de tempo; os
pleépodos também sao utilizados na
natacédo, pois sdo grandes e possuem
muitas cerdas (Ruppert et. al., 2005). A
forma de ecloséo é a larva nauplio, que
sofre mudas, passando pelas fases de
caliptopis e furcilia, que contém
numerosos  estagios; juvenil e
finalmente o adulto (Brandao, 2007).
Embora esse grupo tenha como uma de
suas caracteristicas, a presenga de oito
pares de pereépodos, o oitavo e 0
sétimo par ¢é geralmente reduzido



(Ruppert et. al., 2005). A dieta é variada
podendo se alimentar de zooplancton,
fitoplancton ou sedimentos de fundo. A
grande maioria dos eufausiaceos é
bioluminescente, no qual se acredita que
essa caracteristica € uma adaptagdo para
formacdo de cardume e corte em
ambientes aféticos. Um ponto bem
interessante desses crustaceos
holoplanctonicos € a capacidade de
continuar sofrendo ecdises, mesmo apos
a maturidade sexual, possibilitando que
ele diminua de tamanho quando ha
pouca oferta de alimento (Ruppert, et.
al., 2005 e Castellanos et. al., 2002). O
hébito de formar grandes concentracgdes,
juntamente com o0 seu tamanho
corpOreo, 0S torna acessiveis a uma
grande variedade de predadores.
Constituem uma parte muito importante
na dieta de outros animais, pois é
evidenciado que sdao o0 Unico grupo em
que todas as espécies possuem
concentracbes maiores de vitamina A
do que qualquer outro invertebrado,
desempenhando um papel fundamental
nos ecossistemas marinhos, um elo
entre a producdo primaria e 0s niveis
mais elevados da teia tréfica (Brandao,
2010; Menezes, 2007). Estudos
demonstram que este grupo apresenta
migracdo vertical e que frequentemente
atravessa distancias superiores a 200 m
a noite, este padrdo noturno de algumas
espécies, ratifica os eufausiaceos como
elos importantes entre as cadeias
alimentares pelagicas superficiais e as
mais profundas (Boltovskoy, 1999;
Ruppert, et. al., 2005). Em aguas
tropicais, os eufausiaceos participam
ativamente das cadeias de detritos
fornecendo pelotas  fecais em
abundancia durante a noite, estas podem
ser remineralizadas pelas bactérias e

utiizadas como fonte de nutrientes,

enquanto que durante o dia sao
predados pelo micronécton nao
migrador, abaixo da zona eufética

(Brandao, 2010). A importancia desses
organismos na oceanografia ndo se da
apenas do ponto de vista biolégico, mas
também fisico e quimico, por apresentar
uma distribuicdo definida e serem bons
indicadores de massas de &agua
(Menezes, 2007). Embora poucos
eufausiaceos estejam restritos a padrées
de distribuicdo, eles frequentemente
estdo associados a massas particulares
de &gua e ambientes (Boltovskoy,
1999).

As ilhas oceanicas brasileiras sao
conhecidas pelo seu alto percentual de
endemismo, consequéncia da dispersao
de espécies oceanicas, ja que estas ilhas
nunca estiveram vinculadas aos
continentes, outra caracteristica é a
pequena biodiversidade, resultado de
seu isolamento (Serafini, et al., 2010).

O Arquipélago de Sédo Pedro e Sao
Paulo (ASPSP) faz parte da Zona
Econbmica Exclusiva do Brasil, da
regido Nordeste, se caracteriza por ser
uma regido  oceéanica  tropical;
apresentando  baixa  produtividade
bioldgica pela sua pequena dimenséo e
consequentemente baixa variedade de
habitats (Branddo, 2007). E considerado
um dos menores conjuntos de ilhas
oceanicas do mundo, e é a unica ilha
oceanica de aguas profundas formada
por rochas igneas de origem plutdnica, e
nao vulcanica (Serafini et. al., 2010).
Formado por um grupo de pequenas
ilhas rochosas que se elevam de
profundidades abissais até poucos
metros acima da superficie, desabitadas
e desprovidas de qualquer tipo de
vegetacao, localizadas a cerca de 1.100
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quildmetros do litoral do Estado do Rio
Grande do Norte (00° 56' N e 29° 22'
W), em uma regido privilegiada para o
desenvolvimento de pesquisas
meteorolégicas e oceanograficas — o
oceano Atlantico Tropical (Serafini et.
al., 2010; Brandao, 2007). Suas quatro
maiores ilhotas estdo separadas por
pequenos canais, formando entre si uma
enseada em forma de ferradura com
profundidade entre 4 e 25 m (Menezes,
2007). O sistema de correntes que
banha o arquipélago € influenciado
principalmente pela Corrente Sul
Equatorial (CSE), que flui no sentido
Leste-Oeste alcancando velocidades
superiores a 6 km.h-1 ao passar pelas
ilhotas, carregando éaguas superficiais
oriundas do Golfo da Guiné e da regiao
de Cabo Verde e Serra Leoa (Macedo-
Soares, 2008).

O objetivo do trabalho é estudar a
composicao e variagdo nictimeral dos
eufausiaceos de acordo com a sua
densidade e no Arquipélago de Séao
Pedro e Sao Paulo a partir de analises de
amostras zooplanctonicas coletadas no
Navio Oceanografico Cruzeiro do Sul
em julho de 2010.

MATERIAL E METODOS

A expedicdo foi realizada em julho de
2010 pelo Navio Oceanografico
Cruzeiro do Sul onde foram coletadas
16 amostras de zooplancton. Em cada
estacdo foram efetuados arrastos
obliquos em profundidades de 150 m
com rede Bongb com abertura de malha
de 300um em 16 estagdes. Devido ao
tempo destinado para a identificacao ter
sido insuficiente, 8 amostras foram
selecionadas para a realizacdo deste
trabalho, sendo 4 diurnas e 4 noturnas.

Um fluxémetro foi acoplado na rede a
fim de estimar o volume de agua
filtrado no arrasto. O material coletado
foi transferido para frascos contendo
formalina 4% para fixacdo e posterior
contagem e identificacéo em
laboratorio. Este material foi analisado
no Laboratério de Zooplancton da
Universidade Federal de Pernambuco
onde as amostras foram colocadas em
um béquer e diluidas em 500 ml de
agua, sendo retiradas 3 subamostras de
8 ml com o auxilio de uma concha de
acrilico. Para a triagera contagem do
zooplancton foram utilizados cémaras
de Bogorov e laminas em microscopio
Estereoscopico composto Zeiss e optico
Zeiss. A manipulacdo dos organismos
foi feita com estiletes. Os eufausiaceos
foram identificados até a menor unidade
taxondémica possivel utilizando
bibliografia especializada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 4  espécies
pertencentes a 3 géneros de
eufausiaceos, todos pertencentes a
familia Euphausiidae (Tabela 1).

As densidades totais médias observadas
foram de 0,89 ind.im para o periodo
diurno (variando entre 0,63 e 1,36
ind.m*), e 1,58 ind.n para o periodo
noturno (variando entre 0,88 e 1,38
ind.m?). Os valores de densidade mais
elevados no periodo noturno podem ser
explicados pelo padrdo de migracdes
verticais, com ascensdo no periodo
noturno (Boltovskoy, 2001). Todas as
espécies encontradas no ASPSP ja
foram registradas em &aguas oceanicas
do Atlantico Sul por Gibbons (1997).
Todos os adultos encontrados
pertenciam a espécieThysanopoda
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tricuspidata todos o0s outros eram
larvas distribuidas entre os estagios de
caliptopis e furcilia. Em um ambiente
verdadeiramente oceanico onde se
encontra o ASPSP, o grande numero de

larvas indica que o Arquipélago oferece
condicbes ambientais propicias a
reproducao dos eufausiaceos,
demonstrando a sua importancia como
um local de desenvolvimento larval.

Tabela 1.Densidade média de Euphausiacea por periodo d@idimo e noturno) — julho de 2010, ao
largo do Arquipélago Sao Pedro e Sdo Paulo. (EagBe/Periodo do dia).

Individuos/m? E68/4h02 E69/6h58 E78/10h48 E79/13h35 E&8h25 E81/18h40 EB2/20h38 EB3/23h25
Thysanopoda tricuspidatMiine-Edwards,1837 0,46 - - - 0,06
Thysanopodap. Mine-Edwards, 1830 0,17 0,22 0,33 0,24 0,45 0,55 0,45
Euphausia similisG. O. Sars, 1883 - 0,19 0,39 - - 0,06
Euphausia tenerdansen, 1905 - - - - 0,45 - -
Euphausiasp. Dana, 1852 0,25 0,44 0,28 0,33 1,13 0,84 1,38 1,14
Stylocheiron robusturBrinton, 1962 - - - - - 0,06 - -
Stylocheironsp. G. O. Sars, 1883 0,42 0,44 - 0,12 0,19 0,06 0,40
Total 0,88 0,63 0,88 0,67 1,36 181 2,05 1,59
12 .+
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Figura 1. Média e desvio padrdo da densidade de eufausidm#etados em julho de
2010, ao largo do Arquipélago Sao Pedro e Sdo Pamlmito periodos do dia durante

24h.

E amplamente  conhecido  que
eufausiaceos habitam camadas mais
profundas durante o dia e ascendem
para a superficie a noite, executando a
migracéo vertical (Menezes, 2007). A
densidade de organismos

significativamente maior no periodo
noturno confirma a existéncia de um
padrdo de migragcao vertical. O género
Euphausiaesteve presente em todos 0s
periodos do diaEuphausia tenerae
Stylocheiron  robustum s6 foram
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registrados no periodo noturno; ou seja,
além de uma maior densidade, no
periodo noturno também foi observado
uma maior diversidade de espécies.

CONCLUSAO

A maior parte dos individuos
identificados foi de larvas, indicando
que o Arquipélago oferece condi¢des
ambientais propicias a reproducdo de
eufausiaceos. A maior densidade e
diversidade no periodo noturno
confirmam que esses organismos
apresentam variacao nictimeral.

Este estudo podera ser complementado
com os resultados das identificacdes
correspondentes as outras estacbes do
ano naregiao do ASPSP.
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RESUMO

Estudos sobre as comunidades em areas de Matdi@dl&ao relevantes no intuito de
conhecer a estruturacdo dos ecossistemas e assmacdo dados para subsidiar
estratégias de manejo e conservacao. Neste senigisente estudo objetivou avaliar a
composicdo e diversidade da comunidade de duas d@eaMata Atlantica sob
diferentes niveis de perturbacdo. O estudo foiza#b nas dependéncias do Parque
Estadual Dois Irméos, Recife, Pernambuco. Estabelse dois quadrantes de 12 m?,
um em area mais preservada e outro em area arattapidistantes aproximadamente
500 metros entre si. O levantamento dos dadosdtews e floristicos foi realizado por
seis coletores de 08:00h as 11:00h e 14:00h a®H.7Ehcontrou-se na area com maior
perturbacdo antropogénica 31 morfoespécies aniendi83 morfoespécies vegetais no
primeiro dia de amostragem e 29 morfoespécies aminmasegundo dia. Na area com
menor impacto encontrou-se 24 morfoespécies aniena® morfoespécies vegetais no
primeiro dia de amostragem e 16 morfoespécies amima segundo dia. As areas
estudadas diferiram significativamente entre simAior riqueza de fauna na area

antropizada pode estar relacionada a

diminuicéo campeticdo interespecifica

ocasionado pelo disturbio sofrido na area, e ateatdas espécies em se estabelecerem

neste novo ambiente.

Palavras-chave:Ecologia; Antropizacéo; Fauna e Flora.

INTRODUCAO

A Mata Atlantica esta entre os biomas
com maior riqueza e diversidade do
planeta (Camara, 2001; Mittermeiet
al.,, 2000). Essa grande diversidade
biologica se expressa desde 0s mais
variados tipos vegetacionais até na
constituicdo dos solos, como também na
composicao da fauna e flora (Cecchi &
Soares, 1990).

Originalmente, a Mata Atlantica de
Pernambuco se estende por uma area de
aproximadamente 1.781.100 ha, que
representava 18% da area total do

Estado.  Atualmente, devido a
exploracdo e manejo inadequado, o
bioma sofreu uma intensa reducédo
restando apenas 152.400 ha, que
representa 1,54% da é&rea do Estado
(Capobianco, 2002; Sampaio &
Gamarra-Rojas, 2002).

As comunidades ecoldgicas podem ser
compreendidas como um conjunto de
populacdes de espécies que dividem o
mesmo espag0 em um tempo
determinado. A ecologia de
comunidades, por sua vez, procura as
explicacbes de como as espécies estao
agrupadas e qual € a distribuicdo delas
na natureza e também as formas em que
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estes grupos de espécies podem
correlacionar-se com variaveis

ambientais e com outras populagbes
(Begonet al., 2006).

A ecologia oferece diferentes

metodologias para inferir caracteristicas
das comunidades, desta forma, pode-se
estabelecer a composicdo de espécies,
abundancia, riqueza e equitabilidade
(Begon et al, 2006). No entanto as

comunidades ndo sdo estaticas em um
tempo e espaco, sendo possivel
constatar mudancas temporais ou apoés
algum distarbio, uma vez que as

espécies mantém complexas relacdes
entre si (Ricklefs, 1993).

Dessa forma, o presente trabalho
objetivou avaliar a composicdo e

diversidade da comunidade de duas
areas de Mata Atlantica do Parque
Estadual de Dois Irmaos, sob diferentes
niveis de perturbacéo.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no
municipio do Recife, Pernambuco, nas
dependéncias do Parque Estadual de
Dois Irmé&os (8°00'32.54"S e
34°56'59.51"0).

A mata do Parque situa-se no centro
urbano do Recife e destaca-se por sua
influencia sobre o clima local, por conta
da umidade proveniente de sua grande
extensdo de éarea verde, rebaixando a
temperatura como consequéncia da
evapotranspiracdo dos vegetais (Lima e
Corréa, 2005). Lima e Corréa (2005)
afrmam ainda que a Mata de Dois
Irmaos representa um dos mais
importantes  resquicios de Mata
Atlantica da Regido Metropolitana do
Recife, possuindo uma expressiva
cobertura vegetal, apesar das alteracbes
sofridas ao longo de todo o seu
perimetro.

As informagdes sobre a riqueza e a
diversidade ecossistémica na area de
estudo foi estabelecida através de

guadrantes 3x4m, apresentando area
total de 12 m2. Os quadrantes distaram
aproximadamente 500 metros entre si,
sendo marcadoa partir de um ponto
central com o auxilio de GPS
(Garmim), localizados a 250 metros
sudeste- noroeste as margens do Acude
do Prata.
Um total de dois quadrantes foram
estabelecidos, sendo um no interior do
fragmento da mata (area néo
antropizada) e outro na area de borda do
mesmo fragmento de mata (area
antropizada).
Posteriormente ao estabelecimento das
parcelas foram registradas informacgdes
referentes a distribuicdo dos
organismos, identificacdo, quantificacado
e classificagdo das morfoespécies
vegetais e animais, bem como
observacfes referentes a conservagéo de
cada area amostral.
As observagfes ocorreram nos turnos da
manha (08:00 as 11:00h) e da tarde
(14:00 as 17:00h), dados faunisticos
foram atualizados ao fim do segundo
dia de observacéao.
O levantamento das morfoespécies
vegetais foi realizado através da
observacdo quanto ao individuo, se
arboreo, arbustivo ou herbaceo. Para a
presenca de animais, a identificacdo e
quantificacdo se deram também por
morfoespécies, com informacdes quanto
ao substrato utilizado e distribuicdo.
Para animais sociais, tais como cupins e
formigas, foi considerado o nimero de
ocorréncia de colonias dentro das
parcelas e ndo o niumero de individuos.
O procedimento amostral foi
submetido a uma repeticdo, nas mesmas
areas demarcadas anteriormente, como
proposta para a verificacdo da
distribuicdo espaco-temporal da fauna.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas na area com maior
nivel de perturbacdo antropogénica uma
riqueza de 31 morfoespécies animais e
13 morfoespécies vegetais no primeiro

dia de amostragem e 29 morfotipos

animais no segundo dia. Na area com
menor impacto encontrou-se 24

morfoespécies animais e 23

morfoespécies vegetais no primeiro dia

de amostragem e 16 morfoespécies
animais no segundo dia. Essa maior

riqueza de fauna na area antropizada
pode estar relacionada a diminuicdo da
competicdo interespecifica ocasionado

pelo disturbio sofrido pela area, e a

tentativa das espécies em se

estabelecerem neste novo ambiente,
permitindo a co-existéncia de um maior

namero de diferentes animais. Além

disso, os animais localizados nesta area
estdo mais habituados com a presencga
antropica, sendo mais facilmente

visualizados pelos coletores.

Na area menos impactada houve uma
maior riqueza, todavia uma menor

abundancia de plantas herbaceas. Estes
resultados se deve ao estagio

sucessional deste ambiente, pois o
estresse sofrido por este permite a
existéncia de um menor numero de

espécies R estrategistas.

Na area onde se observou um maior
nivel de antropizacdo, verificou-se a

presenca de 69 espécimes pertencentes
a 15 diferentes Classes ou Ordens,
sendo as mais abundantes as Ordens
Coleoptera, Lepdoptera e Hymenoptera
e 0 Classe Gastropoda na primeira

amostragem. Na segunda amostragem
foi observado a presenca de 44

espécimes distribuidas entre 9 Classes
ou Ordens, destacando-se as Ordens
Hymenoptera, Diptera, Lepdoptera e

Odonata.

Em relacdo & éarea considerada mais
preservada, observou-se no primeiro dia
de  amostragem 37  espécimes

distribuidos em 7 Classes ou Ordens,
sendo mais abundantes as Ordens
Diptera e Hymenoptera e a Classe

Arachnida, e no segundo dia 59

espécimes pertencentes a sete Ordens,
com maior expressividade para as

Ordens Hymenoptera e Diptera e a

Classe Arachnida. Em ambos os dias de
amostragem foram registradas seis
ordens similares.

Algumas ordens de inseto sao

reconhecidamente bons indicadores de
qualidade ambiental. As ordens

Lepdoptera e Odonata estdo geralmente
presentes em ambientes preservados,
porém foram observados com grande
abundéancia no ambiente impactado. Isto
pode estar relacionado a presenca de um
corpo hidrico préximo a parcela da area
antropizada, enquanto que a parcela
localizada na area preservada distou
mais de 50 metros do corpo hidrico

mais préximo, nao favorecendo a

reproducdo dos representantes destas
ordens.

No que refere a classificacdo da fauna
por guildas tréficas encontrou-se no

primeiro dia de amostragem 74% de

consumidores primarios, 23% de

consumidores secundarios e 3% de
detritivoros na area com maior nivel de

perturbacdo antropogénica. No segundo
dia de amostragem encontrou-se 54%
de consumidores primarios e 46% de

consumidores secundarios. Para a area
com menor nivel de perturbacao

antropogénica foi registrado 29% de

consumidores primarios, 50% de

consumidores secundarios e 20% de
consumidores primarios e secundarios
no primeiro dia de amostragem e 71%

de consumidores primarios, 14%

consumidores secundéarios e 14%

consumidores terciarios no segundo dia
de amostragem. Na maior parte das
areas amostradas houve um maior
percentual de consumidores primarios o
gque € esperado principalmente em

ambientes terrestres uma vez que esta
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condicdo sustenta a cadeia trofica. Além
disso, poderia justificar esta
predominancia, o fato deste nivel tréfico
normalmente esta localizado proximo
ao seu recurso alimentar, ou seja, a
vegetacdo, sendo mais facilmente
visualizados pelo pesquisador. Por fim,
a presenca humana poderia inibir a
presenca de consumidores de outros
niveis troficos.

Em relagdo a distribuicdo temporal, na
area com maior nivel de perturbacéo
antropogénica 20% das morfoespécies
animais ocorreram pela manha, 27% no
periodo da tarde e 53% pela manha e
tarde. Ja na area com menor nivel de
perturbacdo antropogénica 46%, 12% e
42% de morfoespécies animais
ocorreram pela manha, tarde e manha e
tarde respectivamente. Por sua vez, no
segundo dia de amostragem, a area com
maior nivel de perturbacdo apresentou
24%, 34% e 41% das morfoespécies
animais pela manha, tarde e manha e
tarde respectivamente. Todavia, na area
com menor nivel de perturbacdo 9%,
24% e 67% de morfoespécies animais
ocorreram pela manha, tarde e manhé e
tarde respectivamente.

Quanto ao substrato utilizado pelas
morfoespécies animais na area com
maior nivel de perturbacao
antropogénica, encontrou-se 0s
seguintes resultados: 10% das espécies
estavam utilizando serrapilheira, 52%
caule de arvores, 19% Folhagem e 19%
estavam se deslocando (em voo) no
primeiro dia de amostragem; e 14% das
espécies estavam utilizando
serrapilheira, 18% caule de arvores,
32% folhagem e 36% estavam se
deslocando (em vomo segundo dia de
amostragem. Todavia, para a area com
menor nivel de perturbacao
antropogénica foram encontrados o0s
seguintes resultados: 33% das espécies
estavam utilizando serrapilheira, 29%
caule de arvores, 17% folhagem e 21%
estavam se deslocando (em voo) no

primeiro dia de amostragem e 16% das
espécies estavam utilizando
serrapilheira, 16% caule de arvores, 5%
folhagem e 63% aéreo (em voo0) no
segundo dia de amostragem.
Baseando-se nos indices de diversidade
de Shannon-Wiener e Simpson a area
com maior nivel de perturbacéo
antropogénica  apresentou-se  mais
diversa que a area com menor nivel de
perturbacdo. Quanto aos Indices de
similaridade de Jaccard e Bray-Curtis,
utilizados para comparar as areas mais e
menos impactadas, encontrou-se uma
similaridade de 33,3% e 66%
respectivamente. Observou-se
também que houve um decréscimo na
diversidade com aumento do nivel de

perturbacdo ambiental, todavia, o
inverso foi observado para a riqueza
especifica.

Normalmente associa-se 0 aumento no
nivel de perturbacdo ambiental ao

decréscimo da diversidade e rigueza
especifica. No entanto, o aumento no

nivel de perturbacdo até certo ponto

pode ocasionar um aumento na

diversidade.

Uma vez que o nivel de perturbacdo em
um dado ambiente é minimo, a

diversidade € reduzida devido a

exclusdo competitiva entre as espeécies.
Caso 0 nivel de estresse continue
aumentando, a competicdo diminui,

resultando em um aumento da

diversidade. Porém, se o disturbio chega
a niveis elevados, as espécies comegam
a ser eliminadas e entdo a diversidade
diminui novamente. Logo, a diversidade

€ maxima em niveis intermediarios de

estresse, 0 que poderia explicar os
resultados encontrados no presente
estudo.

Os resultados obtidos tanto pelo indice

de similaridade de Jaccard quanto pelo
de Bray-Curtis demonstraram que as

areas estudadas diferem entre si.

Os indices de similaridade de Jaccard e
Bray-Curtis diferem pelo primeiro
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tratar-se de um indice binario, o qual

leva em consideracdo apenas os dados

de presenca e auséncia, enquanto o
indice de similaridade de Bray-Curtis

trata-se de um indice quantitativo onde,
portanto, sdo considerados a existéncia

de dados de abundancia. Essa diferenca

de natureza (binaria e quantitativa) pode
explicar a diferenca de valores obtidos
pelos dois indices (Pinto-Coelho, 2000).

Quanto as morfoespécies vegetais, na
area mais impactada foram registrados
110 individuos pertencentes a 13

morfoespécies; enquanto na area mais

preservada foram observadosi6
individuos  distribuidos em 24
morfoespécies. Estas morfoespécies

foram agrupadas em categorias de
acordo com os estratos (herbaceo,
arbustivo e arboreo).

Para a é&rea com maior
perturbacdo  antropogénica

nivel de
foram

encontradas as seguintes porcentagens:

52% de morfoespécies de porte arboreo,

24% de morfoespécies herbaceas e 24%

de morfoespécies arbustivas. Na area de

menor nivel de perturbagdo foram
observados 72% morfoespécies
arbéreas e 2% de morfoespécies
herbaceas, 26% de morfoespécies
arbustivas. Segundo Brighenti &

Oliveira (2011), espécies herbaceas sao
resistentes a intempéries, apresentam
rusticidade, sendo geralmente

estrategistas R, o que explica a maior
densidade na area antropizada.

CONCLUSAO

A diferenca no nivel de perturbacéo

entre as duas areas estudadas se mostrou MITTERMEIER,

um fator determinante na alteracdo da
riqueza e diversidade encontradas.
Além disso, os diferentes niveis de
perturbacdo foram responsaveis por

alteracbes na composicao, abundéancia e

distribuicdo dos organismos reportados,
uma vez que a maior disponibilidade de
recursos e intempéries promove o0

surgimento de novos microhabitats na
area antropizada o que poderia levar a
ocorréncia de uma maior riqueza.
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RESUME

Macaw palm Acrocomia aculeatgis an oleaginous palm tree that is highly pronhect
and adapted to semiarid ecosystefsaculeatenil is an alternative to be used biodiesel
production. Such characteristics make macaw palpotantial crop to be used by
farmers from semi-arid regions, but its propagatierstill problematic. This paper
reports the yeast elimination efficiency of fungeitreatment onin vitro germinated
Acrocomiaplants. The explants were cultured on MS mediuish different explants
(embryo with cotyledon and embryo without cotyleplorere tested. After 30 days of
culture, some embryos with cotyledon presented tptamversion. However, in all
explants (embryo with cotyledon and embryo withoatyledon) was observed yeast
contamination. All contaminated plants were trangd to MS medium with fungicide.
Plants were kept in this medium during one week tadsferred to MS medium
without fungicide. No contamination was observetérathis process in the stages of
plant development and in vitro root developmenthe Texplant size (embryo with
cotyledon and embryo without cotyledon) was no vahee to avoid endophytic
contamination.

Key-words: Macaw Palm; Yeast; Endophytic Contamination
Palavras-chave Macaiba; Levedura; Contaminacdo Endofitica
INTRODUCTION bioenergy can play an important role in
the future, the project viability depends
Oil palm (Acrocomia aculeata is a on other economical uses the plant
perennial monocotyledonous tree, native source can produce in a determined area.
to Brazilian ecosystem. It is one of the Acrocomia satisfies satisfactory all these

most potential plant species that can be conditions.  Acrocomia palm grows to
used to biodiesel production. As heights of 8m to 12m. As each palm can
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produce 45kg of fruits/year and, with
correct cultivation, the harvest could be
around 22 ton/Ha per year. However,
conventional breeding of oil palm, to
obtain the maximum production, is time
cost. Often takes about 20 years per
generation and is extremely costly. Other
main problem of this culture is the long
dormancy of the seeds (around 350 day).
This has madén vitro germination and
propagation of oil palm an important
aspect in the development of biofuels
industry. Several explant sources have
been used in tissue culture of oil palm
including mature seed embryos,
seedlings, roots, young leaves, and
inflorescences; however, one of the most
important problems toin vitro plant
tissue establishment is the endophytic
contamination. In this work were
studied the relationship between explant
and fungicide protocols to control
endophytic yeast contamination in
Acrocomia aculeata.

MATERIAL AND METHODS
Plant Material

Seeds were obtained from mature fruits
from COOPAVIL, Condado distric of

Pernambuco State, Brazil. The fruits
were collected in field and storage in

plastic bags to transport. In the
laboratory (LAPAB - Laboratory of
Biofabric  Applied Research) in

CETENE. The pulp was removed and
the seed surface sterilization was

realized as described belo@n laminar
flow, the seeds fruits were surface
sterilized for 1 min. in 70% ethanol;
followed dipped in a commercial sodium
hypochlorite solution at 1.5% for 5
minutes. After this treatment, the seeds
were washed four times in distillated and
autoclaved water. Explant used in this
experiment were embryo with cotyledon
and embryo without cotyledon (Figure
1). Embryos (with or without cotyledon
fragment) were isolated with sterile
bistoury and clamp (Figure 1).

These explants were transferred to a
semisolid mediu. Tree basic medium
composition were tested
MS(MURASHIGE; SKOOG, 1962).,
JADS (Correia et al, 1995) and DKW
(Driver and Kuniyuki. 1984). All
explants were kept in grow room with 16
h. photoperiod and light/ temperature
controlled. All explants were transferred
to fresh medium each 30 days. The
embryo development were analyzed
every 30 days.In vitro contaminated
explants were send to Microbiological
Laboratory of UFPE, Vitoria campus, for
identification.  After  microorganism
identification, all plants contaminated
were transferred to medium
supplemented with 1 g."Lof Bendazol.
The plants were kept in this conditions
during one week. After this period, all
plants were transferred to medium
without fungicide to evaluate the
efficiency of Bendazol treatment. All
plant were again kept in grow room with
16 h. photoperiod and light/ temperature
controlled.



Figure 1. Aspect of Acrocomia aculeatacut seed exposing the embryo and
isolated embryos.



RESULTS AND DISCUSSION

It was observed that there is no difference betwembryo development in all basic medium
composition (DKW, JADS and MS) tested (Table 1).

Table 1.In vitro explant development @crocomia acculeatin different medium composition (DKW, MS and JADS)
after 30 days.

Development | Medium m‘_jﬂ‘;m o | Medium | Tot2]
9-DKW
21 - 2 23
5-TADS 2-JADS

In the other hand, embryos with cotyledon initiatéelvelopment early than embryos without
cotyledon. These results indicate that cotyledam @ontribute to stimulate embryo development. It
Is possible that the cotyledon have some compaofmemmone, nutrient) that is not available in any
medium composition tested (MS, JADS and DKW). Ting plant conversion was observed after 20
days in culture. These results are consideredaetiisy when compared with others palms species.

As exampleHowea forsteriangpresentedn vitro germination after 2 months (Chin et al. 1988). In
the other handn vitro germination ofPhoenix dactyliferavas obtained after four days (Costa and
Aloufa, 2010). These results also indicates tmag tioin vitro germination is palm specie dependent.

Fungal endophytes are quite common in nature ant s them have been shown to have adverse
effects against insects, nematodes, and plant pathogtmwever, the main problem observed to
convert embryo to plants was endophytic contanomatvith yeast. These contaminations were
observed in embryos with and without cotyledon. SEheesults indicate that the explant size did not
is a relevant factor to avoid these contaminatidrine endophytic contamination affects seed and
embryo development and viability. In wheat, Fusariendophytic contamination reduces the seed
germination in susceptibility cultivar to only 20%owever, the us8acillus mojavensiKRRC 101
increased seed potential germination to 82% (BarwohHinton, 2007).

Embryos converted in plants kept in medium supptegtewith bendazol (1gr.t) during one week
did not present any sing of contamination whendiemed to medium without fungicide. These
plants developed normally (Figure 2) and were feansd to acclimatization.

Thein vitro plant establishment is frequently jeopardized bgophytic contaminants (Nathan et al.
1992; Atehortua et al. 1999; Dias and Rodriguesl0®aking it important to develop techniques
that can make micropropagation a more viable ater@. As so, the strategy usedAn aculeata
present a great potential to reduce or solve tlablpm.

Figure 2. Aspect ofAcrocomia aculeataxplantsin vitro cultivated. A. Embryo with part of cotyledon. Bmiryo
without cotyledon.



Figure 3. Plant obtained from embryo development and Bendazatment.
CONCLUSION

The viability of in vitro germination ofAcrocomia aculeatacan be optimized by avoiding the
endophytic contamination using a simple treatmatit fungicide (bendazol).

The sizes of the explant (embryo with part of tbg/ledon and embryo without cotyledon) have no
influence onin vitro avoidance of endophytic embryo contamination.

The basal medium MS, JADS and DKW constitutionsehao influence orin vitro embryo
germination.

The presences of part of the cotyledons associaittdthe embryo have a positive influence on
initial in vitro development.
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RESUMO

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileir@aliaado praticamente em toda regido
Nordeste, com consideravel endemismo e grande idapl@cde adaptacao as condicbes adversas do
clima Semiérido. Porém, o desconhecimento por pdatepopulacdo sobre a importancia da
preservacao deste bioma, tem contribuido parargeasia degradacédo e uso desenfreado de seus
recursos naturais. Dessa forma, o presente tralodljedivou analisar o nivel de conhecimento de
estudantes do Ensino Fundamental Il da rede pubkc&erra Talhada-PE, além de aprimorar o
conhecimento e promover uma conscientizagdo adersaa preservacao, importancia ambiental e
ecologica. Foram aplicados questionarios contendmumtas objetivas e discursivas sobre
definicdo, localizacdo, animais, plantas e pregd@wala Caatinga. Em seguida, foram realizadas
palestras educativas com 233 educandos, onde $siyab observar que a maioria dos estudantes
apesar de estar inserido no bioma tem informagf@is@ados, restringindo sua definicdo “a mata
seca, com arvores secas”. Contudo, demonstraranecenrazoavelmente a sua fauna e a sua flora.
Portanto, torna-se imprescindivel a inclusdo désse nos Projetos Politicos Pedagoégicos do
Ensino Fundamental, com intuito de investir na Bg¢é&o Ambiental, visando a conscientizacdo e
maior valorizacao desse ecossistema.

Palavras ChavesBioma, Educagédo Ambiental, Conscientizagao.

INTRODUCAO biologica e ecoldgica, além de diversidade

O Semiarido brasileiro apresenta uma area thunistica e floristica, com grande
aproximadamente 969.589,4 km?2 e encontrandemismo (Kuster, 2006).

se localizado em maior proporcao no interior ~ Além disso, a Caatinga possui grande
da regiao Nordeste. Compreende importancia e potencialidade para o
basicamente oito Estados e parte do Norte de Nordeste, uma vez que se adaptou as
Minas Gerais, representando assim, 11% de condi¢Bes adversas do Semiarido nordestino,

todo territorio brasileiro (Kuster, 2006). de forma que consegue diminuir os extremos
Apresenta ainda como principal ecossistema de temperatura, estocar 4gua — recurso esse,
predominante o] bioma Caatinga, muitas vezes escasso nessa regiao, além de
caracterizado por um clima Semiarido, oferecer hébitat para uma diversidade de
apresentando chuvas irregulares, solos férteis seres vivos (Kuster, 2006).

e uma vegetacao aparentemente seca. Entretanto, apesar de ser tdo importante, a

A Caatinga é um bioma exclusivamente Caatinga vem sendo modificada diariamente
brasileiro, que segundo Barbosa & Barbosa por acbes antropicas, devido ao uso
(2011) é vista por muitos como um desordenado de seus recursos nhaturais.
ecossistema carente de recursos. Porém, este Segundo dados da Agenda 21 de
bioma apresenta uma relativa riqueza  Pernambuco de 2002, aproximadamente 80%



da Caatinga sofreu algum tipo

especialmente por projetos de

dd-aculdade de
modificagdo devido as atividades humanaf;IS),
irrigacadyrofessores  de

Integracdo do Sertédo
Faculdade de Formacao de
Serra  Talhada

pecuéria, extracdo de lenha, etc. Suzul@AFOPST), bem como a Universidade
(2006), por sua vez, ressaltou que estudde Vale do Acarau (UVA).

realizados pelo IBAMA demonstraram que

somente em Pernambuco, 265 mil caminh6&€oleta dos Dados

carregados de lenha s&o transportados [@rpresente estudo foi realizado com

ano para suprir a demanda energética @gtudantes

do sexo masculino e

Estado, o que se refere a 65.000 hectaresfdminino do Ensino Fundamental 11 (6°

area desmatada.

E de suma importancia a continuidade
de estudos acerca da Caatinga, bem
como o fortalecimento de programas de
Educacdo Ambiental, a fim de levar
maior conhecimento e conscientizacao

sobre a relevancia desse ecossistema.

Dessa forma, o presente trabalho
objetivou analisar o nivel de

conhecimento de estudantes do Ensino
Fundamental 1l da rede publica de
Serra Talhada-PE, além de aprimorar o
conhecimento e promover uma
conscientizagcdo acerca de sua
preservacado, importancia ambiental e
ecoldgica.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo
O municipio Serra Talhada, Estado de

Pernambuco, apresenta uma area
territorial de 2.979,991 kM e
populacdo de 79.241 habitantes.

Encontra-se localizado no Sertdo
Pernambucano, na microrregido do
Pajeu, apresentando clima Semiéarido
Quente e vegetacdo predominante
Caatinga Hiperxerofila (Censo 2010,
IBGE). Serra Talhada é considerada
um Po6lo Educacional, uma vez que,
além de possuir véarias escolas publicas
e privadas, dispde ainda de algumas
Instituicbes de Ensino Técnico e
Superior como o Centro Tecnologico
do Pajeld, a Unidade Académica de
Serra Talhada, Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UAST-UFRPE),

ao 9° ano) da Escola Estadual Irnero
Ignacio, localizada no  bairro
Borborema e do Colégio Municipal de
Aplicacao localizado no bairro Nossa
Senhora da Penha, ambos pertencentes
ao municipio de Serra Talhada-PE. Os
dados foram obtidos durante o més de
junho de 2011, através de uma
atividade de extenséo intitulada “Acdes
Educativas em Prol do Meio
Ambiente” realizada pelo Grupo do
Programa de Educacao Tutorial (PET

BIOLOGIA UAST), da Unidade
Académica de Serra  Talhada,
Universidade Federal Rural de

Pernambuco (UAST/UFRPE).

Os procedimentos  metodolégicos
utilizados  foram  aplicagdo de
guestionario individual, com o intuito
de analisar o conhecimento prévio dos
estudantes acerca do bioma Caatinga,
seguido de palestra educativa
dialogada. O questionario individual
foi elaborado com questdes objetivas e
discursivas:a. Dados pessoaidgdade,
série e turma; b. Conhecimentos
especificos sobre a Caatingeonceito,
localizacdo, animais, plantas e sua
preservagdo. O tempo de aplicacdo foi
de 15 minutos.

Apés a aplicacdo dos questionarios
foi realizada uma atividade de
Educacdo Ambiental por meio de uma
palestra educativa dialogada
objetivando esclarecé-los e
conscientiza-los sobre o meio ambiente
e 0 Bioma Caatinga, fazendo uso de
uma linguagem simples e apropriada,



visando atingir da melhor forma o
publico alvo. As palestras educativas
foram ministradas em uma hora.

Para a producdo das palestras foi

utiizado o Programa Computacional
PowerPoint Windows e apresentacéo
realizada com auxilio do recurso
audiovisual (Data Show).
Os resultados obtidos nos questionarios
aplicados foram registrados em um
banco de dados e tabulados numa
planilha do Programa Computacional
Excel Windows, sendo transcritos
alguns fragmentos mémicos, conforme
metodologia de Batista-Leite (2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa foi realizada com 233
estudantes matriculados no Ensino
Fundamental 1l. O Colégio de
Aplicacéo (53,2%) e a Escola Estadual
Irnero Ignéacio (46,8%). A

representacdo geral da amostra foi
40,8% formada por homens e 59,2%
por mulheres, com uma faixa etaria
entre 9 e 18 anos.

Ensino Fundamental Il do Colégio
Aplicacéo
Foram entrevistados 124 estudantes do
6° ao 9° ano, sendo 62,9% mulheres e
30,1% homens, com idades entre 9 e 18
anos.

Inicialmente, o0s estudantes foram
questionados se sabiam o0 que era
Caatinga: 83,87% afirmaram saber.
Destes, 41,35% se referiram a Caatinga
como sendo uma “mata seca’, ou
“regido de clima quente com mato
seco” e 53,85% responderam de forma
satisfatoria, conforme o0 seguinte
fragmento mémico:

[...] € um bioma brasileiro que contem

varios tipos de animais e plantas [...]

Menino, 12 anos

Quanto a localizacdo do bioma

Caatinga: 99,18% acertaram citando a

regido Nordeste e 0,82% responderam
de forma inadequada, localizando a
Caatinga nas regides “Centro Oeste” e
“Sul”, o fato deles estarem inseridos na
regido pode ter influenciado a resposta.
Quanto aos animais que vivem na
Caatinga: 70,97% disseram conhecer.
No entanto, 14,77% citaram animais
pertencentes a outros biomas como
“‘elefante” e ‘“zebra” e 84,09%
apontaram animais tipicos da Caatinga.
Quando foram questionados se
conheciam as plantas (flora) tipicas da
Caatinga: 87,10% dos estudantes
declararam saber. Destes, 88,89%
responderam adequadamente e 11,11%
mencionam espécies de plantas
introduzidas como a algarolrosopis
juliflora (Sw.) DC.). Contudo, este fato
pode ser justificado pela grande
dispersdo desta espécie nos habitats do
Semiarido.
Por fim, os estudantes foram indagados
se sabiam como preservar a Caatinga: o
percentual daqueles que disseram nao
ter conhecimento (47,58%) e dos que
afirmaram saber (49,19%) foram bem
préximos, demonstrando assim a
necessidade de melhores
esclarecimentos. Dos estudantes que
apresentavam conhecimento de como
preservar a Caatinga: 88,52%
responderam adequadamente,
conforme o seguinte meme:
[...] ndo poluindo, ndo fazendo
gueimadas, ndo desmatando [...]
Menina, 11 anos

Ensino Fundamental Il da Escola
Irnero Ignacio

Foram entrevistados 109 estudantes,
sendo 55% mulheres e 45% homens,
com faixa etaria entre 9 a 16 anos.

Os educandos foram questionados
sobre a definicdo do bioma Caatinga:
67,89% declararam saber. No entanto,
apenas, 25,68% definiram corretamente
e 66,22% nao responderam



adequadamente, conforme 0s
fragmentos mémicos:
[...] € aquele cerrado ou plantas bem
secas [...] Menina, 13 anos

[...] Caatinga é mato seco [...] Menino,

10 anos
Quanto a localizacdo do bioma
Caatinga: 94,23% responderam
adequadamente e 5,77% se

equivocaram marcando as regiodes Sul e
Centro Oeste.

Quando arguidos sobre os animais que
vivem na Caatinga: 21,95% citaram
erroneamente animais pertencentes a
outros biomas e 75,61% responderam
satisfatoriamente. Contudo,
relacionaram animais domésticos e
selvagens (Tabela 1).

Os animais mais citados pelos
educandos da Escola Irnero Ignéacio
pode-se destacar cobra, passaro e gado,
enquanto que para os estudantes do
Colégio Aplicacdo foram mencionados
cobra, tatu e pred, demonstrando que os
estudantes de ambas escolas
apresentam um bom conhecimento
sobre a fauna da Caatinga.

Com relacdo as plantas (flora)
tipicamente encontradas no bioma
Caatinga: 70,13% dos estudantes
afrmaram conhecer as plantas
encontradas neste ecossistema e
responderam adequadamente. Todavia,
21,95% citaram espécies pertencentes a
outros biomas (Tabela 2).

E importante destacar que a 42
espécie mais citada foi a algaroba,
planta ndo nativa da Caatinga, mas que
apresenta uma ampla distribuicdo nesta
regido, o que pode ter contribuido para
as citacbes dos estudantes. Pegado et
al. (2006) em seu estudo realizado na
Caatinga registrou que a algaroba
compete com as espécies nativas
preexistentes, apresentando densa
distribuicao.

Referente ao modo de preservar a
Caatinga: 45,87% relataram néo ter

conhecimento e 50,46% afirmaram

saber. Destes, 12,73% nao

responderam satisfatoriamente,

enquanto que 78,18% relataram

corretamente, enfatizando o fim das

atividades de desmatamento,

gueimadas e poluicao.

Quanto as espécies de plantas mais
citadas, destacou-se o mandacaru para
ambas as escolas (Tabela 2), o que
pode esta relacionado ao fato dessa
espécie ser bastante conhecida como o
simbolo de resisténcia do Sertdo

nordestino.

Tabela 1. Animais mais citados nos
questionarios da Escola Irnero Ignacio e do
Colégio de Aplicacdo de Serra Talhada-PE,
durante junho de 2011.

N° de Citacbes

Animais Colégios
Irnero Aplicagéo
Ignacio
Asa 2 3
Branca
Bode 13 6
Cachorro 9 1
Camaleéo 3 9
Cavalo 10 4
Cobra 23 25
Elefante 3 2
Gado 21 10
Galinha 8 -
Jumento 11 5
Lagartixa 1 6
Lagarto 2 10
Ledo 10 2
Macaco 6 -
Onca 15 3
Passaro 23 6
Peba 9 10
Prea 3 12
Raposa 7 3
Tatu 11 20
Tiu 2 7
Urubu 4 11
Veado 2 8




Tabela 2. Plantas mais citadas nos
questionarios da Escola Irnero Ignacio e do
Colégio de Aplicacao de Serra Talhada-PE,
durante junho de 2011.

N° de CitacOes

Plantas Colégios
Irero Ignacio  Aplicacao

Algaroba 21 11
Aroeira 2 2
Cacto 7 71
Cansancao 3 -
Catingueira 3 1
Coroa de frade 5 4
Faveleiro 6 3
Juazeiro 9 3
Jurema 3 2
Mameleiro 4 -
Mandacaru 53 62
Milho 5 -
Palma - 4
Palmito 3 -
Umbuzeiro 10 6
Xerofilas - 7
Xiquexique 8 47

Comparando o nivel de conhecimento
dos estudantes acerca do bioma
Caatinga, verificou-se  que  0s
educandos do Colégio de Aplicagédo
detém melhor conhecimento sobre as
guestbes levantadas, do que o0s
educandos da Escola Irnero Ignacio
(Fig. 1), este fato pode esta relacionado
a diferenca de métodos didaticos
aplicados em ambas escolas. No
primeiro contato, a maioria dos
estudantes do Colégio de Aplicacdo
demonstrou ter estudado o bioma em
outra oportunidade na sala de aula,

enquanto que os educandos da Escola
Irnero Ignacio revelaram-se em sua

maioria desconhecedores do tema
abordado.
Quanto as palestras educativas

realizadas em ambas as escolas, foi
perceptivel o envolvimento e
participagdo dos estudantes. Porém,
verificou-se uma maior interacdo e
debate entre os educandos do Colégio
de Aplicacdo, uma vez que 0s mesmos
se sentram mais a vontade para
discutir e trocar conhecimentos.

No entanto, nota-se em geral, que
apesar dos estudantes estarem inseridos
no bioma Caatinga, pouco sabem a
respeito do seu verdadeiro valor,
apresentando muitas vezes
pensamentos equivocados e relativo
desinteresse, isto pode ser
fundamentado pelo fato do assunto ser
pouco trabalhado em sala de aula pelos
educadores, uma vez que a maioria dos
livros didaticos ddo uma maior énfase a
outros biomas como o Cerrado e
Amazonia e quando tratam da tematica
da Caatinga, o fazem de maneira
pontual.

Barbosa & Barbosa (2011) ressaltaram
a importancia de se fazer uma revisao
metodoldgica e de conteudos, para que
os estudantes possam ser instruidos a
valorizarem melhor o bioma onde
habitam.

Além disso, a Educacdo Ambiental é
outro ponto de grande relevancia para
promover conscientizagéo e diminuicao
dos indices de degradacédo, pois como
Grin (1996) ressaltou: “uma educacgao
gue nao seja ambiental, ndo pode ser
considerada Educacgao”.
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Figura 1. Nivel de conhecimento sobre a Caatmga dos Esteslata Escola Irnero Ignacio e do

Colégio de Aplicacéo, durante junho de 2011.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos traduzem a
relevancia da continuidade de estudos
dessa natureza, uma vez que muitos
estudantes expressaram nao possuir
conhecimento acerca do bioma,
enquanto outros demonstraram certo
desinteresse pelo assunto.

Assim, a educacdo ambiental
representa uma importante ferramenta
para melhorar a situacdo da educacéo
nas escolas publicas do Pais, com o
intuito de levar conhecimento e
despertar neles uma posicdo mais
consciente acerca da conservacao e
preservacdo dos recursos naturais do
ecossistema ao qual estdo inseridos,
uma vez que, é na escola que se
encontra a base para a formacdo de
cidaddos criticos, participativos e
conscientes.
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RESUMO

O génerdBacillusé composto por bactérias encontradas em difergptesde habitats,
adaptados a diferentes condi¢cdes climéticas, deetetura, salinidade e também
pressdo bidtica, que influenciam em sua atividadiésibuicdo geografica. O soro €
um subproduto da fabricacdo do queijo, caseinatresoprodutos de leite acidificado.
Estudos comprovam que aproximadamente 75% a 85%ldme do leite destinado ao
processamento de queijos geram o soro, com umadaelemanda de,@OD), cujos
valores oscilam entre 30 a 60 g dgli@o. Dados estatisticos da FAO registraram no
Brasil em 2000 uma producédo de aproximadamenteOQQ4d toneladas de soro de
queijo. Esse trabalho teve como objetivo avaliacomsumo de glicose durante a
producdo do antibidtico bacitracina pBacillus licheniformisem meios alternativos
contendo o substrato soro de leite. A cinéticardelydo ocorreu em shaker orbital a
150 rpm, 96h, 3. Os resultados obtidos indicaram que o consunglictese ocorreu
durante as primeiras 48h do processo fermentapigdpdo em que ocorrem a fase
exponencial e inicio da fase estacionaria do areswio. Nesse intervalo de tempo, os
niveis de glicose foram reduzidos de 3,16g/L pat8diL.

Palavras-chave:consumo glicose, producéo bacitraciBacillus licheniformis



INTRODUCAO

O Bacillus licheniformise uma bactéria
encontrada na maioria dos solos,
principalmente em solos pobres em
nutrientes, como pantanos e desertos. E
comum também em alimentos,
incluindo produtos naturais agricolas,
como cereais. E uma espécie
comumente utilizada na industria
biotecnoldgica para producéo de varios
bioprodutos, dentre eles: enzimas,
inseticidas, surfactantes e antibidticos
peptidicos (BOER, PRIEST e
DIDERICHSEN, 1994; CLERCK e
VOS, 2004; REY et. al, 2004,
BHUNIA, DUTTA e CHAUDHURI,
2010; DONG et. al, 2010;
SONGSIRIRITTHIGUL et. al., 2010;
LIU et. al., 2011).

A Bacitracina € um antibiotico
polipeptidico produzido por bactérias
do géneroBacillus licheniformise B.
subtilis, realizando a inibicdo da
biossintese da parede celular de
bactérias gram-positivas, e sintetizada
através de mecanismos nao-ribossomais
pelo B. licheniformis (ISHIHARA et.
al., 2002).

Em adicdo, bacitracina de zinco, junto
com sulfato de neomicina e polimixina,
sdo 0s ingredientes comuns na
formulacdo de pomadas para o
tratamento de infec¢des oftalmologicas
e queimaduras leves (SIN e WONG,
2003).

A glicose é usualmente uma excelente
fonte de carbono para o crescimento
bacteriano, interferindo na sintese de
muitos metabdlitos secundarios, dentre
eles a bacitracina. Em alguns micro-
organismos, foi relatado um efeito
inibitério da glicose com a reducédo do
pH (AWAIS et. al.,, 2007; TABBENE
et. al., 2009).

Sendo também, um monossacarideo
cuja formula molecular € 1,0,
sendo encontrada na natureza na forma
livre ou combinada. E uma das fontes

de carbono mais utilizada por diversos
micro-organismos no processo de
reproducdo celular (NIELSEN, 2001,
O'BRIEN, WRIGTH, 2011).

O soro de leite €& um residuo
proveniente da fabricacdo do queijo,
tendo uma coloracdo verde-amarelada,
conteldo de sodlidos totais geralmente
em torno de 6,0-6,5 % (m/v) e uma
demanda bioquimica de oxigénio
(DBO) de no minimo 30.000
(PINTADO, MACEDO e MALCATA,
2001). E de extrema importancia
utilizac@o na industrial e ecoldgica, pois
ja foi comprovado que o despejo de 250
mil litros de soro no ambiente equivale
a poluicdo causada por uma cidade de
50 mil habitantes (CARDOSO et. al.,
2008).

Muitos metabdlicos secundarios de
grande importancia econdmica Sao
produzidos em pequenas quantidades
pelos micro-organismos, sendo
necessario muitas vezes acrescentar a
composicdo do meio de producéo,
algumas substancias que tendem a
aumentar essa producéo, como fontes de
carbono e de nitrogénio suplementares
(PELTON, 2002).

O presente trabalho tem como objetivo
avaliar o consumo de glicose pér
licheniformis (UCP1010) em meio
alternativo a base se soro de leite, para a
producao de bacitracina

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo: B. licheniformis
(UCP 1010), mantido a 3, isolado
de solos contaminados por petroleo no
porto da cidade do Recife e catalogada
na Colecdo de Culturas do Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais
(NPCIAMB), Universidade Catdlica de
Pernambuco.

A cultura foi mantida em meio Agar
Nutritivo  (AN), contendo (g.):
peptona (10g), extrato de carne (3,09),



NaCl (5,0g), Agar (20g), 4gua destilada
g.s.p. 1000mL, pH 7,0.

Residuo

Soro de leite obtido de industrias de
laticinios do Agreste de Pernambuco,
cujo pH inicial foi de 6,1.

Producao da Bacitracina

O pré-inoculo bacteriano foi realizado
em caldo nutritivo, shaker orbital, 37,
150rpm, durante aproximadamente 16h,
até que se atingisse uma densidade
Optica (600nm) de valor de 1,0.

Posteriormente, foram retirados foram
retirados 25mL do pré-inéculo e
transferidos para frascos Erlenmeyers
de 500mL, contendo 250mL do meio
alternativo, formulado com base no
meio proposto por Hendlin (1949),
composto  por (g.L-1): L-acido
glutdmico (10g), KHPO, (0,59),
KH2PO, (0,509), MgSQ.7HO (0,29),
MnSQO,.7H,O (0,01g), FeS©7H,O
(0,01qg), agua destilada g.s.p. 1000mL.
O &cido glutéamico foi substituido por
soro de leite na concentracdo de 40%
(v/v), tendo sido adicionada a glicose,
na concentracao de 20g/L. O pH inicial
dos meios foi ajustado para 7,0.

Na formulacdo dos meios de producéo
alternativos foi utilizado o soro de leite
obtido previamente em industrias de
laticinios do Agreste de Pernambuco,
cujo pH inicial foi de 6,1. Apdés o
recebimento, o soro foi imediatamente
congelado em volumes de 500mL e
mantido a -8C para ser utilizado no
decorrer do trabalho.

Apés preparados, 0s meios foram
autoclavados a 12C, durante 15
minutos. Os ensaios foram incubados
em agitador orbital por 96 horas, com
agitacdo de 150rpm, na temperatura de
37°C.

De acordo com Farzana e colaboradores
(2004), KHPO, e KHPO, sao

empregados como agentes tampao;
MnSQO,.7H,0O e MgSQ.4H,O como co-
fatores das enzimas, FeSH,0
utilizado para auxiliar a agdo dos ions
manganés, enquanto a glicose compde
0s meios de producdo como fonte
adicional de carbono. Para avaliacdo do
consumo de glicose, amostras foram
coletadas a cada 4 horas, durante todo o
processo de fermentagao.

Além do consumo de glicose, foram
realizados testes para comprovacao da
producao do antibidtico pelo
microrganismo. A determinacdo da
atividade antibiotica foi realizada pelo
método de difusdo em disco, de acordo
com a metodologia descrita por KIRBY

e BAUER (1966), utilizando
Micrococcus flavus (UFPEDA323)
como microrganismo-teste. Os
resultados indicaram que a producao do
antibiotico teve inicio ap6s 24h do
crescimento microbiano, tendo sido
obtida a melhor atividade antibiotica
apos 72h.

Para a determinac&o da concentracao de
glicose, utilizou-se o kit comercial
Labtest Glicose PAP Liquiforrfi, cuja
metodologia baseia-se no método
enzimatico-colorimeétrico. Foram
utilizados trés tubos de ensaios,
identificados com as letras B (Branco),
T (Teste) e P (Padrdo), e em cada tubo
adicionadas as quantidades dos reativos
de acordo com a tabela 1:

Tabela 1- Quantidade de reativo utilizada para
teste de avaliacdo do consumo de glicose

Branco Teste  Padrao
Amostra 0,0lmL ---
Padréao 0,01mL
Reagente 11,0mL 1,0mL 1,0mL

Nos tubos indicados como teste, foi

adicionada a amostra do liquido
metabolico resultante do processo
fermentativo para produgcdo de

bacitracina. Ap0s a preparacdo dos



tubos, o material foi misturado
vigorosamente e incubado em banho-
maria a 37°C durante 15 minutos, com o
nivel de agua superior ao nivel dos
reagentes nos tubos de ensaio, conforme
indicacgao do fabricante.

Em espectrofotometro, foram
determinadas as absorbéancias dos testes
e do padrdo a 505nm, zerando-se O
aparelho com o branco. Apés realizada
a leitura, a glicose foi expressa em g/L.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo do consumo de glicose
indicou maior consumo durante as
primeiras 48h do processo fermentativo,
periodo em que ocorrem a fase
exponencial e inicio da fase estacionaria
do crescimento (Figura 1). Nesse
periodo, os niveis de glicose no meio de
producdo reduziram de 3,16g/L para
0,18g/L. Apdés 52h de crescimento
microbiano, 0s niveis de glicose
decrescem, atingindo 0,1g/L no final do
processo fermentativo.
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Figura 1. —Crescimento celular e consumo de
glicose pomB. licheniformis(UCP1010), durante

0 processo fermentativo para produgdo de
bacitracina.

Observou-se que a maxima producédo da
bacitracina e 0 maior consumo de
glicose ocorreram na fase estacionaria
do crescimento, fase em que sé&o
produzidos os metabdlitos secundarios,
dentre ele os antimicrobianos peptidicos
(KHALIL et. al., 2009). A producéo do

antimicrobiano nado foi observada

durante a fase exponencial, o que

confirma que 0s microrganismos
crescem rapidamente quando 0s
nutrientes sao abundantes, mas a

producdo de antibidticos geralmente
ocorre apoOs ter cessado o0 crescimento
(CARVALHO et. al., 2010).

A producdo de moléculas bioativas,
dentre elas os antibioticos, € uma das
areas de aplicacdo farmacoldgicas mais
exploradas da biotecnologia. Diferentes
constituintes presentes nos meios de
cultura, como fontes de carbono,
nitrogénio e sais, além de pH,
temperatura e estado fisico do meio,
podem influenciar a producdo dessas
moléculas. Geralmente, a producédo de
metabdlitos secundarios é observada em
meios ricos, capazes de manter um
rapido crescimento, e onde 0s nutrientes
provavelmente reprimem a formacéo
das enzimas inibidoras da sintese desses
metabolitos (AZEVEDO, PIMENTA e

VIEIRA, 2004; TABBENE et. al.,
2009).
A glicose sempre interfere na

biossintese de antibidticos, dentre eles a
bacitracina (TABBENE et. al., 2009).
Liu et. al. (2011), ao buscar uma
producdo eficiente de acetoina, um
aromatizante  produzido  por B.
licheniformis utilizando 100g/L de
glicose, observa que a concentracédo de
glicose cai rapidamente depois de 8h e
chega a zero apds 36h. A glicose
também foi utilizada por Awais et. al.
(2007), que obtiveram bacitracina Be
subtilis a 30C, usando meio sintético,
acrescido de glicose na concentracéo de
50g/L, ap6s 24h de crescimento.

As espécies déBacillus possuem um
grande potencial para a producdo de
antibiéticos, sendo, portanto, necessario
o isolamento e identificacdo dos
metabodlitos para estudos quimicos
detalhados, a fim de determinar sua
composicdo e estruturas (KUTA,
NIMZING e ORKA'A, 2009).



CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, foi
possivel concluir que:

- a glicose € uma fonte de carbono
muito utiizada em ensaios de
crescimento bacteriano, sendo
facilmente degradada e rapidamente
metabolizada pelos microrganismos.

- 0 consumo ocorre principalmente
durante a fase exponencial e inicio da
fase estacionaria de crescimento,
periodo em que os niveis de glicose
decresceram consideravelmente,
passando de 3,16g/L para 0,18g/L.

- B. licheniformis (UCP1010) possui
potencial de crescimento em meios
contendo soro de leite e glicose como
fontes de nutrientes.

Tais resultados confirmam a utilizacéo
da glicose como uma rica fonte de
carbono, podendo ser empregada em
associacdo com residuos industriais na
formulacdo de meios de baixo custo
para producdo de diversos metabolitos
microbianos.

REFERENCIAS
AWAIS M. et. al Isolation,
identification and optimization of

bacitracin produced byBacillus sp
Pakistan Journal of Botany, 39(4),
1303-1312, 2007.

AZEVEDO, R. C. L. S.; PIMENTA, F.
C.; VIEIRA, J. D. G. Determinacdo da
atividade antimicrobiana de
Actinoplanes isolados do solo de
cerrado goiano e o efeito citotoxico do
extrato etandlico bruto dos isolados.
Revista de Patologia Tropical, 33(2),
217-226, 2004.

BAUER A. et. al. Antibiotic
susceptibility by a standardized disk

method. Amer. J. Clin. Path., v. 45, p.
493-496, 1966.

BHUNIA, B., DUTTA, D.;
CHAUDHURI, S. Selection of suitable
carbon, nitrogen and and sulphate
source for the production of alkaline
protease by Bacillus licheniformis
NCIM-2042. Notulae Scientia
Biologicae, 2(2):56-59, 2010.

BOER, A. S, PRIEST, F.;
DIDERICHSEN, B. On the industrial
use ofBacillus licheniformis a review.

Applied Microbiology and

Biotechnology, 40:595-598, 1994.

CARDOSO, I. C. et. al. Fermentac¢ao do
soro do leite poAspergillus Nigempara
producdo enzimatica. In: 4 Semana do

Servidor e 5 Semana Académica,
Universidade Federal de Uberlandia,
2008.

CARVALHO, A. L. U. et. al. Growth,
sporulation and production of bioactive
compounds byBacillus subtilis R14.
Brazilian Arquives of Biology and
Technology, 53, 643-652, 2010.

CLERCK, E. D.; VOS, P. D. Genotypic
diversity amongBacillus licheniformis

strains from various sources. FEMS
Microbiology Letters, 231: 91-98, 2004.

DONG, W. et. al. Optimization of the
growth culture medium with traditional
Chinese herbs and conditions of
Bacillus licheniformis SH003. Paper

presented at " International
Conference on Bioinformatics and
Biomedical Engineering, 18-29/Jun,

Chengdu, China, 2010.

ISHIHARA et. al. Distribution and
variation of bacitracin synthetase gene
sequences in laboratory stock strains of
Bacillus licheniformis Current
Microbiology, 45, 18-23, 2002.



KHALIL, R. et. al. Isolation and partial
characterization of a bacteriocin
produced by a newly isolateBacillus
megateriuml9 strain. Pakistan Journal
of Nutrition, 8(3):242-250, 2009.

KUTA, F. A., NIMZING, L., ORKA'A,
P. Y. Screening oBacillus species with
potentials of antibiotics production.
Applied Medical Informatics, 24, 42-46,
2009.

LIU, Y. et. al. Efficient production of
acetoin by the newly isolated Bacillus
licheniformis strain MELQ09. Process
Biochemistry, 46, 390-394, 2011.

PINTADO, M.E.; MACEDO, A.C,;
MALCATA, F.X. Review: Technology,
Chemistry and Microbiology of Whey
Cheeses. Food Science and Technology
International, v. 7, n. 2, p. 105-116,
2001.

REY, M. W. et. al. Complete genome
sequence of the industrial bacterium
Bacillus licheniformisand comparisons
with closely relatedBacillus species.
Genome Biology, 5:R77, 2004.

SIN, D. W.; WONG, Y. Analytical
methodologies for identifying a
polypeptide antibiotic. Trends in
Analytical Chemistry, 22, 2003.

SONGSIRIRITTHIGUL, C. et. al.

Expression and characterization of
Bacillus licheniformischitinase (ChiA),

suitable for bioconversion of chitin
waste. Bioresource Technology,
101:4096-4103, 2010.

TABBENE, O. et. al. Optimization of
medium composition for the production
of antimicrobial activity by Bacillus
subtilis B38. Biotechnol. Prog., 25,
20009.



DEFICIT HIDRICO EM PLANTULAS DE FEIJAO ( Phaseolus vulgarisl..)

Muniz, L.R.@: Costa, L.E.N®: Lima, C.D.M.@
lu.muniz@hotmail.com

@Wyniversidade Federal de Pernambuco

RESUMO

A agua é de fundamental importancia para a plaotdisponibilidade tem efeito sobre
varios tipos de cultura e sua falta pode ocasial@ros no desenvolvimento, no
crescimento, na producédo e na qualidade dessag@mdBara se constatar os danos
causados pela diferenciacdo na disponibilidadegde, & feijoeiro foi escolhido por ser
uma planta sensivel ao estresse hidrico, sendévpbebservar as consequéncias desse
déficit com maior robustez. Foram aplicados dodgatnentos, umidade baixa (T1) e
umidade média (T2). O experimento durou 15 diasleppor meio de duas andlises,
observou-se a média do comprimento da parte aé®animero de folhas por
tratamento, da area foliar e da massa fresca e Be@n apresentadas diferencas nas

médias entre os tratamentos. Em T1 a extensdoedafdliar, por exemplo, foi de
159,93 cm? enquanto que em T2 o valor foi maio8,24 cmz2.

Comparado os resultados dos dois tratamentos, ggahderir que a deficiéncia hidrica
altera de modo significativo nos processos moifdigicos da planta, reduzindo o
comprimento da parte aérea, diminuindo o nimerltas, a extensédo da &rea foliar e

a quantidade de matéria seca.
Palavras-chave:Estresse Hidrico; Feijao.
INTRODUCAO

A 4gua € um componente de maior
abundancia na natureza, porém €
considerada como sendo o principal
fator limitante para o desenvolvimento

das plantas (Kramer, 1969). A

deficiéncia hidrica se manifesta nas
plantas vasculares, inicialmente sobre
0os estbmatos e a medida que a
dessecacdo se intensifica, ocorre a
desidratacdo do protoplasma e a
reducdo da capacidade fotossintética
(BRIX, 1962, BOYER, 1970,

LARCHER et al, 1981). Considerando

gue a planta é constituida de 90% de
agua, essa condicao hidrica dos vegetais
estd muito relacionada aos processos
fisiolégicos que sdo de suma

importancia para a planta. Processos
como transpiracao, fotossintese,
respiracdo e crescimento sdo muito
influenciados pelas alteracbes ocorridas

na fase hidrica das folhas. Esses
processos se originam da passagem da
agua dentro da planta resultando em
uma diferenca de potencial hidrico.
(CASA GRANDE,2001; HSIAO,
1973). Plantas cultivadas sob condicdes
adequadas de suprimento hidrico séo,
normalmente, resistentes ao déficit, mas
se essa auséncia hidrica ocorre de forma

rapida, 0s mecanismos
morfofisiolégicos sdo severamente
afetados, pois a planta necessitara

adaptar-se rapidamente a nova situagao;
no entanto, se o déficit ocorre de
maneira gradual e no inicio do ciclo, a
planta se adaptard mais facilmente
(SANTOS E CARLESSO, 1998). A
murcha das folhas em resposta ao
déficit hidrico, por exemplo, reduz a
perda de &gua pela folha e a sua
exposi¢cdo a luz incidente, diminuindo,
assim, o estresse pela folha e o estresse
gerado pelo calor sobre as folhas. Em
condicbes de déficit hidrico a planta



estd  sujeita a  alteracdo de
comportamento vegetal para continuar a
viver, entrando em conflito entre a
conservagdo da agua e a taxa de
assimilacdo de COpara producdo de
carboidratos (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A disponibilidade hidrica no solo é
avaliada pelas consequéncias geradas no
grau de translocacdo de fotoassimilados
na planta. A reducdo da fotossintese,
ocasionada pelo déficit hidrico, pode
acarretar no comprometimento do
desenvolvimento e peso dos graos, pois
a menor producdo de carboidratos
implica em menor quantidade de
matéria seca. (GALBIATTI, 2004).
Como em outras culturas, o feijoeiro é
sensivel aos estresses hidricos por
possuir uma condicdo de baixa
recuperacdo apos um periodo de
estresse e por possuir um sistema
radicular pouco desenvolvido
(OLIVEIRA et al., 2005). A magnitude
dos danos provocados pelo estresse
depende da duracdo, intensidade,
frequéncia e época de sua ocorréncia.
Em sementes, a deficiéncia hidrica
provoca reducdo da germinacdo; no
periodo vegetativo, ocorre, além de
outros efeitos, a reducédo de area foliar;
durante a floragdo provoca abscisao de
flores, com consequente reducdo do
namero de vagens por planta e, no
enchimento de gréos, reduz o numero
de grdos e peso de vagens
(GUIMARAES ,1998). O feijoeiro
apresenta mecanismos de adaptacdo a
seca para manutencdo da hidratacdo da
planta. Essa adaptacdo a deficiéncia
hidrica favorece o desenvolvimento do
sistema radicular, como consequéncia
do dano sofrido pela parte aérea

(KRAMER & BAYER, 1995,
SUBBARAO et al., 1995).

Esse trabalho teve como objetivo
observar 0 crescimento e

desenvolvimento de uma planta exposta
a diferentes condicbes de déficit

hidrico; além de avaliar a sua habilidade
em adaptar-se a essas condi¢cbes. Para
melhores resultados, foi utilizado o
feijoeiro; planta sensivel ao déficit.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na casa de
vegetacdo do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de
Pernambuco. Utilizaram-se plantas
jovens de feijao (Phaseolus vulgaris L.)
divididas em 2 tratamentos: umidade
média (regado 3 vezes por semana) e
umidade baixa (regado uma vez por
semana). Ambos 0s grupos, com 4
potes, continham areia lavada e duas
plantulas de feijao em cada pote. A rega
foi efetuada com agua mineral (50ml).
O experimento teve uma duracéo de 15
dias e contou com 2 andlises. Na
primeira, registrada no 7° dia do
tratamento, determinou a parte aérea das
plantas, medindo-se a distancia vertical
entre a superficie do solo e o ultimo no
da haste principal das plantas; e o
namero de folhas em cada recipiente. A
segunda anadlise, ocorrida no 15° dia,
consistiu nos parametros observados na
primeira  andlise, acrescidos de:
extensdo da é&rea foliar, determinada
cortando-se as folhas na altura do
peciolo e relacionando o peso de um
guadrado de 25cm2 com o peso total das
folhas; e a pesagem da parte aérea e
radicular separadamente, feita através
de balanca analitica, para a obtencdo da
massa fresca e da massa seca (apos 72h
na estufa a 70°C). Para andlise dos
dados foram feitas médias dos potes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira andlise evidenciou-se que
plantulas do T1 possuiam em média
10,17 cm de altura da parte aérea (P.A)
e 3,25 folhas; e na segunda analise



observou-se uma altura de 10,35 cm e
6,5 folhas. Plantulas do T2 tiveram na
primeira analise 12,53 cm de altura da
P.A e 6,5 folhas. Quanto a segunda
analise, o crescimento foi de 15,76 cm e
o numero de folhas 10. O déficit de
agua limitou tanto o crescimento
(deteve-se a alguns milimetros) quanto
o desenvolvimento de folhas nas
plantulas do T1, o que fica evidente
guando se compara a altura e o numero
de folhas em ambos os tratamentos
(Tabela 1). Como o0s processos
morfolégicos e fisiolégicos séo
dependentes da turgescéncia dos tecidos
(que sao sensiveis a reducdo de agua no
solo), como consequéncia ha uma
reducdo brusca no numero de folhas
(afeta a taxa fotossintética) e na altura
das plantas.

Tabela 1 Valores médios do namero de folhas
e da altura das plantas (Phaseolus vulgaris)
submetidas a baixa e média umidade nas duas
andlises. T1= Tratamento 1 (umidade baixa);
T2= Tratamento 2 (umidade média); P.A.=
Parte aérea.

NUMERO ALTURA

MEDIO DE MEDIA DA

FOLHAS P.A. (cm)

12 24 12 24

andlise analise andlise anélise
T1 3,25 4 10,17 10,35
T2 6,5 10 12,53 15,76

A média da éarea foliar de plantas do
T1(159,93 cm?) é muito inferior a de

plantas T2, como demonstrado na
Tabela 2. A resposta mais notavel nas
plantas expostas ao déficit hidrico

consiste no decréscimo da producéo da
area foliar, como pode ser evidenciado
no T1. A diminuicdo da éarea foliar é

uma adaptacdo ao déficit hidrico, uma
vez que a area foliar € um importante
fator de producéo e determina o uso da
agua pelas plantas. Ao contrario de

plantulas do T2, plantulas do T1

tiveram seu potencial de produtividade
severamente inibido quando exposta ao
déficit.

Tabela 2: Média da area foliar (cm?) de
planta de feijao (Phaseolus vulgaris) sob
efeito de 2 tratamentos. T1= Tratamento
1 (umidade baixa); T2= Tratamento 2
(umidade média).

Area foliar
T1 159,93 cm?
T2 218,54 cm?

O peso médio da massa fresca em T1 da
parte aérea (3,93g) e radicular (1,189),
apresentou significativa reducdo se
comparado ao grupo T2, evidenciando a
diminuicAio da umidade além de,
demostrar que em resposta a essa falta,
ha uma diminuicdo da parte aérea e, por
consequéncia, um decréscimo das trocas
gasosas e na utilizacdo de energia pela
planta, assim, uma propor¢cado maior de
assimilados vegetais € distribuida para o
sistema  radicular, induzindo o
aprofundamento das raizes para melhor
aproveitamento do solo, como pode ser
observado na Figura 1.

8 _
. 6,7
6 _
®° | 3,93
g4
a3 - 2,47
1 .
0

Figura 1: Peso médio da massa fresca da parte
aérea e radicular. P.A= Parte aérea;

P.R= Parte radicular; 1x = baixa umidade

(Tratamentol); 3x= média umidade (Tratamento
2).



O acumulo de massa seca € o reflexo da

fotossintese (incorpora matéria organica
na planta), assim, fatores que interfiram

na fotossintese irdo afetar o peso da
massa seca, tais como a disponibilidade
hidrica. A planta apresenta mecanismos
para diminuir a perda de agua reduzindo
a parte aérea e investindo no

crescimento da parte radicular, contudo,
esse crescimento nao implica em maior
robustez da raiz, como indica a Figura
2.

1 .
0,8
0,8
@06 0,5 0,51
3 0,4 " Lx
a 0,22 3x
O 1
P.A P.R

Figura 2: Peso médio da massa seca da parte
aérea e radicular. P.A=Parte  aérea;

P.R=Parte radicular; 1x = baixa umidade

(Tratamentol); 3x= média umidade (Tratamento
2).

CONCLUSAO

Através da avaliacdo do crescimento,

numero de folhas, massa seca e area

foliar pode-se observar que a agua esta
intimamente  relacionada com o

crescimento dos vegetais, pois com a
reducdo desta ocorrem alteracbes
significativas no desenvolvimento das

plantas (reducdo do comprimento da
parte aérea, do numero de folhas, da
area foliar e do conteudo de matéria
organica).
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RESUMO

A biorremediacdo € um conjunto de tecnologias gue @ proposito de minimizar ou
eliminar poluentes através do uso de micro-orgamssr® presente trabalho objetivou
avaliar o processo de degradacéo do petrdleo pelsoccio bacteriano UFPEDA C10,
utilizando a técnica de bioestimulo. As bactér@sirh isoladas do manguezal do rio
Sé&o Paulo — Bahia, e pertencem a Colecdo de Migansmos do Departamento de
Antibiéticos da UFPE. Inicialmente, os micro-organos foram avaliados pela técnica
do indicador redox 2,6 diclorofenol-indofenol (D@l para verificagdo da
potencialidade de degradacédo do petrdleo e emdsegulimatados a concentracdes
crescentes (1% a 10%) de petréleo. Para a tédeidaoestimulo foram empregadas
duas formulacbes de meio de Bushnell Haas (BH)mabe modificado, em que a
concentracdo de nitrato de amonio foi triplicada @sultados mostraram que o
Consorcio bacteriano C10 apresenta potencialidadiedradar o petroleo. Nos ensaios
de bioestimulo em frascos foi observado que o Be&lomodificado propiciou maior



concentracdo de biomassa, porém o teor de Oleoaxasyfoi maior que no meio BH
normal, sendo, portanto, que o consorcio realiedpdna satisfatéria, a degradacdo do

petréleo sem necessitar de

adicao

extra de fonte wiérogénio.

Palavras-chave:Biorremediacado; Bioestimulo; Aclimatacéo.

INTRODUCAO

Em qualquer lugar em que o petréleo
esteja sendo explorado, produzido,
estocado, refinado e transportado, existe
o risco de derrames acidentais que
podem vir a causar danos a fauna e a
flora, e ainda alterar o0 meio ambiente.
Ocasionalmente esses acidentes
envolvem grandes volumes de produtos
sendo geralmente catastréficos, embora
rotineiramente costumam ser pequenos
e cronicos (BURGER, 1997; SOUZA,
2003).

A Biorremediacdo € uma tecnologia
criada para tratar locais contaminados
mediante o uso de agentes biolégicos
capazes de modificar ou decompor
poluentes alvos. O beneficio desses
processos € a possibilidade da
mineralizacdo do poluente, isto €&, a
transformacéo em gas carbonico, agua e
biomassa.

Nos ultimos anos tem sido dada atencéo
a obtencdo de consércios microbianos,
que, comparativamente as culturas

puras, tém-se mostrado mais efetivos na
degradacéo do petréleo e derivados. Os
consorcios, geralmente, apresentam
maior capacidade de assimilar um

grande numero de hidrocarbonetos,

como fonte de carbono, devido a

complementariedade metabdlica entre
0s membros.

A presenca de elevadas concentracdes
de hidrocarbonetos no ambiente, que
podem ser utilizados como fonte de

carbono para o crescimento dos micro-
organismos, faz com que outros

nutrientes, tal como o nitrogénio, torne-

se limitante. A determinacdo da

guantidade de nitrogénio é essencial
para o processo de biorremediacao, pois
0 nitrogénio  estd  intimamente

relacionado ao metabolismo dos micro-
organismos, sendo essenciais na
biossintese de proteinas, componentes
da parede celular e acidos nucleicos

pelos  micro-organismos (SOUZA,
2003).
Uma das técnicas usadas na

biorremediacdo é o bioestimulo, que

consiste em introduzir nutrientes em um

sistema poluido com a finalidade de

acelerar o processo de biodegradacao
(PUTZKE; PUTZKE, 2002).

Para a obtencdo de resultados
satisfatorios, €& de fundamental

importdncia 0 conhecimento dos

principios e das aplicacdes dessas
técnicas, sendo necessarios estudos
mais aprofundados sobre as melhores
condicbes de processo no sentido de
otimizar custos.

A presente pesquisa visa estudar a
utilizacdo de consorcios microbianos,

nativos de local poluido por petréleo,

para avaliar o0 processo de

biodegradacéo do petréleo utilizando-se
a técnica de bioestimulacao.

MATERIAL E METODOS

Amostra de petroleo

O petroleo utilizado nos experimentos €
proveniente da Bacia do RecoOncavo
Baiano extraido do Campo de Candeias
— Bahia.

Micro-organismos



As bactérias: UFPDA 148, UFPDA

150, UFPDA 161, UFPDA 163, que

fazem parte do consorcio C10, foram
isoladas de amostras coletadas no
Manguezal do Rio Sao Paulo,

pertencente ao Municipio de Sao
Francisco do Conde, na Babhia, local de
evidente contaminacao por petroleo.

Cada isolado foi depositado na Colecao
de Micro-organismos do Departamento
de Antibioticos da Universidade Federal
de Pernambuco e,

atualmente, encontram-se em via de
identificacdo, porem ja foi verificado
gue todas as bactérias do consércio sédo
gram-negativas.

Potencialidade para biodegradacao

As linhagens pertencentes ao consorcio
C10 foram selecionadas pela

técnica do indicador redox 2,6
diclorofenol - indofenol (DCPIP) (
HANSON; DESAI; DESAI , 1993 ).
Placas multipocos foram utilizadas
contendo 250ul do meio Bishnell
Haas- BH (tabela 1), 24 de suspensao
microbiana padronizada em 40
UFC/mL na escala de Mac Farlandyl5
de petroleo e 3l do indicador DCPIP.
Dois controles foram utilizados, o
negativo (abiético) e o positivo, no qual
a glicose foi utilizada

em substituicdo ao petrdleo. Para o
consércio C10, constituido pelas quatro
bactérias, foi utilizado o teste de
Hanson adaptado para frascos de
Erlenmeyer

(GOMES, 2004).

O indicador 2,6 DCPIP atua como
aceptor de elétrons nesse processo de
oxi-reducdo, promovendo a mudanca de
coloracdo do meio de cultivo de azul

para incolor, quando reduzido.
TABELA 1. Composicdo do meio mineral
Bishnell Haas (Fonte: ATLAS (1995)

COMPONENTES QUANTIDADES

K:HPQ;
KH,PO4
NH,NO,
MgSO. TH.O
FeCl;.2H,0
CaCl,.2H,0 0,029
Agar 15,00g
Aqua destilada 1L

1,00g
1,00g
1,00g
0209
0,05

(PH=7£02)

Ensaios de Aclimatacéo

A aclimatacdo do consorcio foi
realizada em frascos de Erlenmeyer
(500mL), contendo o meio mineral de
Bishnell Haas (BH), 20% (v/v) do
inéculo padronizado a b UFC/mL
pela escala de Mac Farland e
concentracdes crescentes, 1%, 4%, 7% e
10%, de petréleo como fonte de
carbono, totalizando um volume de 100
mL. Os frascos foram mantidos sob
agitacdo de 150 rpm, e temperatura de
30°C. As transferéncias para as maiores
concentragbes ocorreram a cada 48
horas. Esta etapa de aclimatacdo € de
suma importancia a sobrevivéncia da
cultura microbiana a concentracbes
elevadas do poluente.

Ensaios de Bioestimulo

Foram utilizados frascos de Erlenmeyer
(250 mL) contendo 70% do meio BH ou
BH modificado, onde a concentracao de
nitrogénio no meio foi triplicada, 20%
do in6culo previamente aclimatado e
10% da fonte oleosa, totalizando um
volume de 50mL. Os experimentos
foram realizados a temperatura de 30°C,
sob agitacdo de 150 rpm. A intervalos
de 24h foram realizadas amostragens
para as determinagcbes de pH e
biomassa, e a analise do teor de 6leos e
graxas foi efetuada ao final do ensaio,
apos sete dias. O pH foi medido por
potenciometria; a biomassa foi
determinada através da medida de peso
seco de células, obtido pela filtracdo de
20mL de amostra; e a .

A intervalos de 24h foram realizadas
amostragens para as determinacfes de
pH, medido por potenciometria; e
biomassa, determinada através da
medida de peso seco de células, obtido
pela filtracdo de 20mL de amostra. Ao
final do ensaio, apdés sete dias, foi
realizada a determinacdo de Oleos e
graxas por método gravimétrico,
conforme APHA (2005) e analise



cromatografica atraves do
cromatografo a gas acoplado a
espectrometro de massa (CG-EM),
modelo ShimadzuTM 17A/QP 5050A.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as linhagens individuais
submetidas ao teste de Hanson
ocasionaram um tempo de descoloracéo
do meio de cultivo, contendo o
indicador 2,6 DCPIP, de sete dias. A
associacdo das quatro bactérias no
consorcio reduziu o tempo de viragem
do indicador para apenas dois dias.
Gomes (2004) sugere que esta reducao
de tempo na oxidacdo biolégica é
devido a acao sinérgica da associagao
microbiana que favoreceu o processo de
biodegradacéo.

No ensaio de biodegradacdo com o
meio BH normal, o perfil de biomassa
do consorcio bacteriano mostrou um
decréscimo na quantificacdo até o
guarto dia, com posterior ascensao apés
0 quinto dia até o final do ensaio. No
meio BH modificado houve um
decréscimo logo no primeiro dia,
havendo posteriormente dois tempos em
que se verificou a concentracdo maxima
de biomassa (0,9 g/l e 0,78 g/l) com
decréscimo no final do ensaio. De
acordo com os resultados de biomassa
mostrados no meio BH modificado
houve maior crescimento microbiano,
cerca de 8,0 % mais do que no meio BH
normal, durante os sete dias de ensaio
(Figura 1). porém segundo Santelices et
al (1977) nem sempre uma biomassa
elevada indica necessariamente uma alta
taxa de biodegradacao, principalmente
guando se trata de uma mistura de
hidrocarbonetos, onde a degradacao
ocorre através de cometabolismo, em
que uma espécie de micro-organismo
utiliza a fonte de carbono disponivel
produzindo intermediarios metabdlicos

—4—FbH ——BH MODIFICADD
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gue por sua vez serao utilizados por

outras espécies

microbianas.

Figura 1 - Perfis de biomassa do consorcio C10
ao longo de sete dias, em meios BH, normal e
modificado, contendo 10% de petroleo.

Quanto ao pH, nos dois meios testados,
os valores apresentaram  perfis
semelhantes, mantendo-se na faixa entre
4,9 a 4,2 a partir do terceiro dia até o
fim dos ensaios (Figura 2). A queda de
pH, observada a partir do primeiro ou
segundo dia de ensaio, pode ser
interpretada como um indicativo de

biotransformacao, com provavel
producdo de  acidos  organicos
proveniente do processo de

biodegradacdo de  hidrocarbonetos

(HAHN; LOERH, 1992).

Figura 2 - Valores de pH medidos nos meios
BH normal e BH modificado, durante os ensaios
de bioestimulo.

Durante as analises observou-se uma
reducdo no teor de Oleos e graxas, nos
ensaios de bioestimulo em frascos



contendo uma concentracdo inicial de
10% (v/v) de petrdleo. Os resultados
obtidos, no final dos experimentos,
mostram que no meio BH os teores
residuais de oleos e graxas foi 40,95%
menor que o0 obtido com o meio BH

modificado (Figura 3).

No trabalho de Melo (2004), utilizando

frascos agitados contendo meio de
cultura com a mesma concentragao
inicial de borra de petroleo (10% (v/v)

incubados por 12 dias, observou-se um
teor de Oleos e graxas residuais de
61,8%, valor semelhante ao obtido no

ensaio com o meio BH modificado.
61,14

O perfil cromatografico foi obtido com
a finalidade de constatar o consumo de
hidrocarbonetos, constituintes  do
petrdleo, pelo conso6rcio microbiano
aclimatado. Verifica-se um decréscimo
nos perfis de concentracao,
evidenciando a ocorréncia da
biodegradagéo.

Dentre os hidrocarbonetos investigados
no petréleo, 15 constituintes foram
evidenciados com maior precisao pela
metodologia utilizada no sistema GC-

20,19

TEOR DE OLEOS E GRAXAS

BH

BH MCOIF| CADD

Figura 3 - Teores residuais de 6leos e graxas obtidos nassrBéi normal e BH modificado.
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EM. Com o uso do consorcio em estudo
foi obtido degradacdo de todos os
hidrocarbonetos na faixa de C9H20 a
C23H48, como pode ser visto na Figura
4.

CONCLUSAO

Através do resultado apresentado é
possivel evidenciar a potencialidade das
bactérias: UFPDA 148, UFPDA 150,
UFPDA 161, UFPDA 163 em degradar
o petroleo, havendo um aumento na

degradacédo dessa fonte oleosa quando

as mesmas estao em consorcio.
Triplicando-se a concentracdo do
constituinte do meio provedor de
nitrogénio (NHNO3) ndo estimulou a
biodegradacdo do petroleo por este
consorcio nas condicdes empregadas,
reduzindo assim custos adicionais.

A degradacado de aproximadamente 79%
do petréleo foi satisfatéria
considerando-se 0 tempo de
experimento e o0 baixo custo do
procedimento, sendo, portanto, o
consorcio C10 promissor para
biorremediacadex situdo petroleo.
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