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EDITORIAL

Dentre das missdes do Journal of Biotechnology and Biodiversity
(JBB) esta a importancia da comunicacdo cientifica no
desenvolvimento das ciéncias e 0 acesso aos resultados pela
sociedade. Esta missdao nunca esteve tdo em voga como nos ultimos
anos onde confiar na ciéncia se torna o imperativo ndo somente do
segmento da comunidade cientifica como para sociedade em geral.

Com esse Viés, 0 JBB reafirma o seu compromisso com a qualidade
de suas publicacbes, buscando ampliar sua atuacgao e N
reconhecimento como periddico cientifico consolidado que visa
garantir o cumprimento da missao institucional da Universidade
Federal do Tocantins, enaltecendo, ainda, o papel que o acesso ao
conhecimento tem e o comprometimento dos pesquisadores, ora
autores, em manter as contribuicdes para com a sociedade.
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Neste contexto, o corpo editorial do JBB tem mantido os esfor¢os no
continuo fortalecimento do trabalho para o propdsito deste periédico
de promover o conhecimento e o debate de temas relevantes. Para
tanto, apresentamos o primeiro nimero de 2022, marcando

a décima edigdo deste periddico, contendo artigos cientificos de
reconhecido contetido, englobando a interdisciplinaridade que vem
norteando o envolvimento da comunidade cientifica mundial.

Agradecemos aos Conselhos Cientificos pela atuacdao para com esta
producdo, garantindo a manutencao de sua qualidade. De forma
especial, agradecemos aos pesquisadores(as) que submeteram seus
manuscritos e aos avaliadores pela dedicacao de sempre.

Marcos Giongo
Jader Nunes Cachoeira
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This study investigated the socio-economic determinants of hunters’ participation in bush meat trade in
Ibadan metropolis. Egbeda Local Government and Oluyole Local Government were purposively selected
based on the intensity of bush meat trade there. Thirty percent of the population of registered hunters in these
Local Government areas were randomly selected. A total of 126 respondents were interviewed through the
use of a semi-structured questionnaire. Data obtained were analyzed through descriptive statistics and
inferential analysis. The result revealed that (100%) of the respondents were men with majority (93.7%) of
them within the age of 20-50 years. Majority (61%) had primary education while others (38%) had secondary
education. Forty-four percent, 35% and 21% had 11-15, above 15 and below 10 years working experience
respectively. More than half (61.5%) of the respondents engaged in hunting as their primary occupation while
14.3% combined farming with hunting. The average weekly profit made by hunters’ ranges from N4,000 to
N50,000. Pearson Correlation analysis shows no significant relationship between years of experience and
weekly profit (p<0.05). It also showed a statistically significant relationship between weekly profit and the
months of highest abundance of bush meat to hunters (p<0.05). The study concludes that wildlife trade in the
study area is influenced by level of education, limited alternate source of income and the profitability of the
trade. The study recommends that the Government should implement working policies that will help to
regulate and reduce over exploitation of wildlife; enhance the efficiency of wildlife trade and ensure its
continuity.

RESUMO

Palavras-chaves
lucro

motoristas

carne silvestre
comércio da vida
selvagem

Determinantes socioecondmicos da participagdo dos cagadores no comércio de carne de caga no estado de
Ibadan Oyo, Nigéria. Este estudo investigou os determinantes socioecondmicos da participagdo dos cagado-
res no comércio de carne de caga na metrépole de Ibadan. O Governo Local de Egbeda e 0 Governo Local de
Oluyole foram propositadamente selecionados com base na intensidade do comércio de carne de caga la.
Trinta por cento da populagdo de cacadores registrados nessas areas do Governo Local foram selecionados
aleatoriamente. Um total de 126 respondentes foram entrevistados por meio de um questionario semiestrutu-
rado. Os dados obtidos foram analisados por meio de estatistica descritiva e andlise inferencial. O resultado
revelou que (100%) dos entrevistados eram homens com maioria (93,7%) deles na faixa etaria de 20 a 50
anos. A maioria (61%) tinha o ensino fundamental e os demais (38%) o ensino médio. Quarenta e quatro por
cento, 35% e 21% tinham 11-15, acima de 15 e abaixo de 10 anos de experiéncia de trabalho, respectivamente.
Mais da metade (61,5%) dos entrevistados tinha a caga como ocupagdo principal, enquanto 14,3% combina-
vam a agricultura com a caga. O lucro médio semanal dos cagadores varia de N4.000 a N50.000. A analise
de correlagdo de Pearson ndo mostra relacdo significativa entre anos de experiéncia e lucro semanal (p<0,05).
Também mostrou uma relagéo estatisticamente significativa entre o lucro semanal e os meses de maior abun-
dancia de carne de caca aos cagadores (p<0,05). O estudo conclui que o comércio de vida selvagem na area
de estudo é influenciado pelo nivel de educagdo, fonte alternativa limitada de renda e a lucratividade do
comércio. O estudo recomenda que o Governo implemente politicas de trabalho que ajudem a regular e re-
duzir a exploragéo excessiva da vida selvagem; aumentar a eficiéncia do comércio de vida selvagem e garantir
a sua continuidade.
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INTRODUCTION

Bush meat is one of the most valued non timber
forest products especially in Africa. It ranges from
small sized terrestrial wild animal like bush rat to
very big sized terrestrial wild animal like the
Elephant. We also have some aquatic freshwater
animals like the crocodile that are regarded as Bush
meat. It has served as a vital source of animal
protein, helping to fight against food insecurity in
areas with little or no alternatives sources of protein
(Fa and Nasi, 2015).

Bush meat has also served as a major source of
income to hunters who engage in bush meat trade
(Loibooki et al., 2013). This trade in its economic
sense, has helped a lot of rural dwellers to afford to
live above the poverty level or to supplement their
other means of livelihood. The prices of wild
animal and the profit made from the trade by the
hunters is a source of motivation to continue
trading.

However, this increase in bush meat trade has led
to a major threat to the population of wild animals
in existence. Wittemeyer et al. (2014) stated that
wildlife populations in Africa is currently being
faced with a lot of anthropogenic threats ranging
from human population growth leading to land
encroachment, habitat destruction and illegal
hunting of wildlife. Akinsoratan et al. (2020) noted
that the major urge for commercial scale bush meat
trade goes beyond hunting for consumption but for
the market sales derived by the hunters. Such turn
out of event is a bigger threat to conservation
beyond subsistence hunting (Duffy et al., 2016).

The need to study the social and economic
drivers of hunters for participating in bush meat
trade cannot be overemphasized. Unemployment or
underemployment of hunters (Lindsey et al., 2011)
are key economic factor that motivates bush meat
hunting and trade. Some social factors that drives
bush meat hunting and trade are ethnic groups,
social status, taste and preferences. There is
variance in the level of trade among different ethnic
groups in Africa (Ceppi and Nielsen, 2014). Some
also believe that they garner more prestige and
social status from the copious number and
enormous sizes of bush meat they are able to hunt
(Lindsey et al., 2013). Gender is another
predominant factor that drives hunting and trade of
bush meat. Hunters are predominantly male,
therefore, male children born into the family of a
hunter automatically becomes the next hunter in
line to continue the family business (Guy et al.,
2004).

The main thrust of this research is to examine
the social and economic factors that serves as
determinants of hunters’ participation in wildlife
trade in Ibadan ranging from the age, gender, tribe,

educational background, marital status, occupation
and profit.

MATERIAL AND METHODS

This study was carried out in Egbeda Local
Government and Oluyole Local Government
within Ibadan metropolis. The areas were
purposively selected based on the predominance of
bush meat trade in those local governments. Ibadan
is at longitude 7° 2° and 7°40’E and latitude 3° 35’
and 4° 10°N is the largest indigenous city in tropical
Africa and it is the capital of Oyo State, Nigeria.
Ibadan is 128 km north-east of Lagos and 345 km
south-west of Abuja, the Federal Capital Territory
(Oduntan et al., 2016).

Egbeda Local Government is at longitude 3°58°
and 2 % 88°E and latitude 7°22° and 46.55°N. It was
carved out of Lagelu Local Government in 1989
with the administrative headquarters at Egbeda.
The Local Government Area shares boundaries
with Osun to the East, Lagelu Local Government to
the North, Ibadan North east Local Government to
the west and Ona Ara Local Government to the
South. Egdeda Local Government consist of eleven
wards and Asejire market is located within this
Local Government.

Oluyole Local Government is at latitude
7°13'59.99" N and longitude 3°52'0.01" E. It is one
of the oldest Local Government council in Oyo
State. The Local Government has its headquarters
at Idi-Ayunre OIld Lagos/Ibadan road. It shares
boundaries with four Local Government Area
which are.; Ibadan South-West, Ibadan South-East,
Ona-Ara and Ido all within Ibadan Metropolis.
While it shares boarders with Ogun State through
Egbeda-Obafemi, Odeda and ljebu-North Local
Government Areas. There are ten wards within the
local government which includes Odo ona kekere
where we can find one of the major bushmeat
market in Ibadan.

Both primary and secondary data were used for
this study. Primary data were obtained from hunters
using semi-structured questionnaire. There are 11
wards at Egbeda Local Government, and 10 wards
at Oluyole Local Government. This makes a total
of 21 wards. We have an average number of 20
registered hunters in each wards. Therefore, the
total estimated number of hunters in Oluyole and
Egbeda Local Government is 420. Thirty percent of
these population of registered hunters (n=126) was
selected using random sampling. Data generated
were analyzed using Statistical Package for Social
Sciences (version 21). It was subjected to:
Descriptive statistics such as frequency and
percentage; Inferential  statistics such as
Correlation, ANOVA and Regression and the
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Statistical significance was at agos (Arkkelin,

textbooks, internet and other publications relevant

2014). Secondary data were obtained from to this research work.
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RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the socio-demographic
characteristics of respondents. All (100%) of the

actors involved in bush meat hunting are males.
This is in line with the findings of Guy et al. (2004)
in a survey of bush meat commaodity chain in West
Africa that states that all hunters are male.

Table 1 - Frequency distribution on demographic characteristics of bush meat hunters

Background Information Label Frequency (f) Percentage

Sex Male 126 100

Female 0 0

<20 - -

20-30 25 20
Age 31-40 55 43.7

41-50 38 30

>50 8 6.3
Education Primary education 78 61.9
Secondary education 48 38.1

<6 9 7

6-10 18 14

. 11-15 55 44

Years of experience

16-20 20 16

21-25 16 13

>25 8 6

Majority (93.7%) of the bush meat hunters in the
study area are within the economically active age
of 20-50 years with those within the range of 31-40
(43.7%) predominating. This was also confirmed
by the research carried out by Akinsorotan et al.
(2020) in his research on dynamics and socio
economic drivers of illegal | hunting of wild
animals for consumption in Oba Hills Forest
Reserves in Southwestern Nigeria stating that
majority of the hunters fell within the active age
group of 31-40.

Over 61% of the respondents had primary school
leaving certificates while about 38% had the senior
secondary school certificates. None of the
respondents had tertiary education. This is in
contrast with the findings of Adedapo and
Adekunle (2013) that stated that most (76.7%) of
those involved in bush meat sales in South-Eastern
Nigeria had tertiary education. This will in a large
way have a diverse effect on wildlife trade and also,
it will tell on the level of understanding of the
respondents about the term “Conservation”.
Osunsina et al. (2016) in the research on “Bush
meat Harvest and Trade in Ikorodu Local

Government” and also Adekunle et al. (2012)
discussed that there is a significant relationship
between level of education and the knowledge of
wildlife conservation and sustainable use. The
more educated those involved in the trade are, the
more willing they are to conserve and sustainably
utilize the wildlife resources.

Furthermore, it is shown in table 1 above that
44% of the respondents had working experience of
11-15 wyears, 35% had 16 years or more
experience,14% had working experience ranging
from 6-10 years while a few (7%) of them had less
than 6 years working experience. This is similar to
the result of Adefalu et al. (2012) that explained
that majority (95%) of those involved in the trade
of wildlife has more than 5 years working
experience and this makes their perception about
wildlife valid enough to be reckoned with.

Figure 3 below shows that more than half
(65.1%) of the respondents’ primary occupation is
hunting only while 14.3% combined hunting with
farming, 6.3% are primarily mechanics while
another 6.3 are basically are truck drivers.
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Figure 3 - Hunters' occupation

It also revealed that most of the respondents have
one form of secondary occupation or the other that
serves as subsidiary source of income to them apart
from hunting and only 16 (12.7%) have no other
source of income. Considering the diversity in the
alternate sources of income amidst the respondent,
we can infer that the income gotten from the other
sources is not enough to sustain them hence, the
need to keep hunting. The low level of education
does not afford them the opportunity to get well
paid jobs that could enhance their income earning
abilities (Akinsorotan et al., 2020). This
corroborate the findings that the more educated
ones do not engage in hunting as much as those that

®m December- March

12 (9.5%)

Figure 4 - Month of abundance of bushmeat

It shows that the highest sales do occur at Dry
season and this is because at that season, there is
little or no rain. The animals are forced to come out
and search for food and water, making them highly
exposed to predators (Bifarin et al., 2008). High
degree of bush burning that occurs at dry season is
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are not so educated (Wilfred and MacColl, 2010;
Moro et al., 2012).

Duffy et al. (2016) and Lindsey et al. (2013) also
explained that most people involved in farming will
most likely involve in hunting, using the money
garnered from farming to get better hunting
equipment. This is evidenced in the result in Figure
3 above that majority (14.3%) of those who chose
farming as their primary occupation coupled it with
hunting.

Figure 4 revealed that most (90.5%) of the
hunters have abundant bush meat catch between
December to March while the others (9.5%) said
they have such abundance between April to July.

April-Tuly

also a reason for habitat loss of animals and this in
turn make them more visible to the hunters.

Results in Table 2 above also revealed that the
weekly profit made by bush meat hunters ranges
from N4,000 ($9.69) to N 50,000 ($121).
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Table 2 - Frequency distribution showing profit made by Hunters

Questions Response (N} Frequency Percentage
4,000 5 4.0
5,000 5 4.0
6,000 3 2.4
7,000 3 2.4
10,000 21 16.7
12,000 10 7.9
15,000 16 12.7
I(—I|Dc;\é\;ir:)1uch do you make per week 20,000 24 19.0
25,000 4 3.2
30,000 9 7.1
40,000 13 10.3
50,000 4 3.2
I can’t say 6 4.8
Depend on how well | 3 24

kill

This reveals that trade in bush meat is very
lucrative. Hence, a lot of bush meat traders will
long to continue such business to help improve their
means of livelihood. This is corroborated by the
work of Osunsina et al. (2016). Adefalu et al.
(2012) also stated that the range of profit made by
bush meat traders ranges from as little as N5000 to
above N 20,000. This further shows how profitable
the trade of wildlife can be. However, if not

Table 3 - Pearson correlations

properly managed can cause a great decline in
number of animals in the wild and can result in
extinction. This will in turn affect the bushmeat
trade (Tee et al., 2012).

The results of Pearson Product Correlation in
Table 3 shows that there is no statistically
significant linear relationship (P<0.05) between the
years of experience and weekly profit had.

Variables R N P-value Decision
Year of experience vs amount 0.011 117 909 Not Sig
make per week
Month of abundance of bush 0.224 117 015 Sig

meat vs. Amount made per week

Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

The Pearson correlation (r = 0.11) shows that
though the magnitude of association is positive, it
is weak. It also revealed that there is a statistically
significant linear relationship (P<0.05) between the
month (December-March) hunters experience
abundance of bush meat and the weekly profit they
have. It showed that the two variables are positively
correlated (r=0.224), that is during the month of
December till March there will be increase in the
weekly profits made due to abundance of bush meat
at such times.

CONCLUSIONS

The study concludes that, with the current scale
of operation, wildlife trade in the study area is
influenced by level of education, lack of substantial
alternate source of income and the high profitability

of the trade. The trade is highly profitable and has
great potentials in contributing to the economic
wellbeing of traders engaged it. The study
recommends that the Government should
implement working policies that will help to
regulate and reduce over exploitation of wildlife
and enhance the efficiency of wildlife trade as well
as ensure the continuity of such trade.
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ABSTRACT
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In processing applied to drying samples that require a parameter with greater specificity, the internal
temperature control and the homogenization of the equipment chamber is fundamental in reducing the
risks of modifications to active principles, which makes greenhouses with forced air circulation widely
used and viable for such applications. The present project aims to the elaboration and construction of
greenhouse with forced air circulation through of easily accessible materials, with automation by
Arduino, being developed for vertical drying of Fibroin plates. In addition to conducting specific tests
and statistical applications for validation of the same. Characterized in an experimental study, with
material selection and appropriate equipments, elaboration and construction of the system in an
economically viable way with standardized and controlled operation. In view of the aspects observed,
achieved the development of a prototype of the equipment, verifying its functionality within the
objectified parameters. Featuring a good alternative in the performance of the drying process of fibroin
plates with good control of the estimated factors.

RESUMO

Palavras-chaves
dispositivo
automatizagdo
estufa

fibroina

Estufa automatizada com circulacgdo forgada de ar para secagem vertical de placas de Fibroina.

Em processamentos aplicados a secagem de amostras que exigem um parametro com maior especifici-
dade, o controle da temperatura interna e a homogeneizagao da cdmara do equipamento é fundamental
na reducdo de riscos de modificagBes aos principios ativos, o que torna as Estufas com circulacéo for-
¢ada de ar amplamente utilizadas e vidveis para tais aplicagdes. O presente projeto tem como objetivo
a elaboracdo e a construgdo de estufa com circulacéo forgada de ar a partir de materiais de facil acesso,
com automatizagao por Arduino, sendo desenvolvida para secagem vertical de placas de Fibroina. Além
da realizagdo de testes especificos e aplicagdes estatisticas para validacdo. Caracterizando em um es-
tudo experimental, com selecéo de materiais e equipamentos apropriados, elaboragdo e construgéo do
sistema de forma economicamente viavel com funcionamento padronizado e controlado. Tendo em
vista 0s aspectos observados, alcangou-se o desenvolvimento de um prot6tipo do equipamento, consta-
tando sua funcionalidade dentro dos parametros objetivados. Apresentando uma boa alternativa na atu-
acdo do processo de secagem das placas de Fibroina com um bom controle dos fatores estimados.
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INTRODUCTION

Greenhouses with forced air circulation are
widely used in procedures with greater internal
temperature control and homogenization of the
camera. Generally applied in the drying of plant
samples allowing the reduction of risks of
modifications to the active principles during
processing.

By functional standard, the structure of
greenhouses are basically constituted by a stainless
steel camera with shelves, internal access door with
silicone sealing and a set control system, what for
the most part is composed of resistance, thermostat,
engine for forced air circulation, temperature
sensor and electronic controller.

Therefore, the main objective of the project is the
development of greenhouse with forced air
circulation for vertical drying of Fibroin plates
obtained from silkworm cocoons (Bombyx mori),
constructed with easy obtaining and low cost
materials, being automated by means of the
ATmega 2560 microcontroller, contained in
arduino Mega 2560 board, with programming
developed in the software Arduino Integrated
Development Environment (IDE).

Arduino is the most popular tool in the
development of 10T products from open source
hardware and software, becoming the main one in
the segment in the world. Widely used by hundreds
of thousands of people, from the students to large
corporations in the application of intelligent
systems (Banzi, 2010; Monk, 2017).

Specifically the Arduino Mega 2560 has
interesting capabilities for applications in more
elaborate projects. Based on the 8 bit ATmega2560
microcontroller, possessing 256 KB of Flash
memory with 8 KB addition to bootloader, , 8 KB
of RAM and 4 KB of EEPROM, with 16 MIPS
operating at 16 MHz. Having 16 analog inputs, 54
digital pins, in which 15 with PWM feature, 4 serial
communication ports, having yet SPI and 12C
communication, in addition to 6 external interrupt
pins (MONK, 2017).

The Fibroin plates to be dried in the greenhouse,
are obtained through a series of processes in an
elaborate equipment and sampled in a previous
study. In which, among the steps, constitutes the
process of removing Sericin, rinse for removal of
waste from the process and formation of the plates.

The silk thread of Bombyx mori is formed by
two protein monofilaments, called brins, wet in a
Sericina cover. Brins are filaments of Fibroin
consisting of bundles of nanofibrils, arranged side
by side to the fiber shaft, and are believed to interact
with each other strongly (Altman et al., 2003;
Hakimi et al., 2007).

Bombyx mori Fibroin is composed mainly of

glycine (43%), alanine (30%) and serine (12%),
formed by two polypeptide chains: a short one with
approximately 26 kDa, and a long one with
approximately 390 kDa, present in a 1:1 ratio,
united by disulfide bond (Macintosh et al., 2008;
Zhou, 2000).

Currently, several studies explore their potential
in  biomedical applications aiming develop
substitutes for various tissues of the human body.
Featuring numerous desirable features for
application in tissue engineering due to its
biocompatibility, low immunogenicity, limited
bacterial adhesion and tunable biodegradability.
With FDA approval, The silk is one of the best
natural biopolymers for dressings (Ma, 2004).

In this way, aimed at such applications, becomes
essential the edification of a system with high
processing capacity and control of process
parameters ensuring standardization of samples
according to the specified settings.

MATERIALS AND METHODS

Experimental study focused on the elaboration
and development greenhouse with forced
circulation of automated by means of an Arduino
Mega 2560 microcontroller board, programmed
through the software Arduino Integrated
Development Environment (IDE) translated into
CC++ programming language accordance with the
established parameters, monitored by means of
temperature and humidity sensor, determining the
activation of the heating system and air circulation
according to temperature requirements and
processing time selected by means of push-buttons.

Initially, focused on the elaboration of three-
dimensional projective drawings with markers and
geometric orientations specific to the system,
directing your assembly order and structural
distributions.  Using an electronic  design
automation tool, through Fritzing software is
elaborated the schematic diagram of connection of
the system components and the squeamatic for
production of the printed circuit board of the
control panel.

For building the greenhouse in an economically
viable way and in a way that would make it possible
to evaluate its aspects of functionality and
applications, focused on the search for easily
accessible materials and compatible properties for
its construction, for example: plywood, external
power supplies, 12V cooler, push-buttons,
electrical sockets and connectors, wires of several
millimeters, crystal hoses siliconized and spiral
flexible conduits.

With the proper materials selected the
materialization of the greenhouse was achieved,
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carrying out its construction from a rectangular
three-dimensional structure of plywood coated
internally with layers of aluminum foil. On its front
extremity, an aluminum door with glass has been
installed for access and better viewing during the
procedure with the aid of a light attached to the
background.

The heating system, has been installed in the
lower and upper part of the box a 127V electrical
resistance bar with 800W of power. The airflow
circulation system was carried out with the
installation of a 12V fan with seven blade propeller
coupled, centrally installed to the bottom of the
structure.

The vertical drying of fibroin plates is carried out
by means of a grid with horizontal bars, allowing
coupling with an attachment system of individual
bars with specific spacing hooks for attaching the
plates, ensuring greater ease in handling the
samples, increasing your internal capacity and
facilitating air circulation inside the box.

The reading of the temperature and internal
humidity of the greenhouse is evaluated by means
of a centrally installed AM2302 DHT22 model
sensor. With humidity measurement range of O the
100% with accuracy of +- 2% and with temperature
measurement range between 233.15 K the 353.15
K with accuracy of +- 0.50 in an average response
time of 2 seconds.

For system validation, statistical analyses is
performed with Minitab 19 software, using time
series studies to look for patterns and observe the
behavior of temperature and humidity data over

time, in addition to determining the mean time
required for internal stabilization of the factors.
Through control charts, will be determined whether
the process is stable and under statistical control,
allowing detect the presence of special causes or
unexpected variations that affect the process.
Through the construction of histograms, will be
examined the way and dispersion of the data using
bars to show the frequency of each range. Contour
plot will be elaborated to examine the relationship
between a response variable (Humidity) and two
predictor variables (Time and Temperature),
allowing to correlate both through discrete contours
of the predicted response variable.

The data collection and sample size, is carried
out according to the recommendations of the
software itself for each type of analysis, also taking
into account, characteristics of the process.
Therefor, focused on evaluating the process
characteristics of the greenhouse operating in its
maximum temperature setting set for the drying
process, providing indicative values to calibration
adjustments and functional capacity assessment.

RESULTS AND DISCUSSION

Following the proposed planning, the
functionality of the greenhouse with forced air
circulation was verified according to the objective.
The Figure 1, demonstrates the built greenhouse
and its control and monitoring panel. However,
they are attached to another structure belonging to
an external equipment under development.

TEMPERATURA: ases @

UNIDADE: reane

Figure 1 - Developed greenhouse and control panel and monitoring

Through Fritzing software, It's been designed the
schematic diagram of connection of the system

components (Figure 2) and the squeamatic of the
printed circuit board of the control panel.
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Figure 2 - Schematic diagram of connection of system components

The printed circuit board is designed in a simple
face with 0.8 mm diameter drilling and 0.3 mm of
thickness of the ring, which was made through the
squematic (Figure 3 A) laser printed on a sheet of
high glossy photo paper 180 gm?, transferred to a
copper clad board by heat. Subsequently, using an
iron perchlorate solution in concentration of 42 %,
the copper clad board was submerged for 1800
seconds for copper corrosion. Drilling was carried

L LEPM L iep2 L LEP3 LLEDW

b6 b b

out with a specific diameter drill and with the aid of
an aluminum sponge the printed drawing has been
removed, leaving so only the projected copper
tracks.

The top surface of the printed circuit board
(Figure 3 B) was printed on a sheet of adhesive
paper and fixed aligned with rails and holes about
the copper clad board, allowing better orientation
for attaching electronic components.

PCB - GREENHOUSE

Figure 3 - (A) Squeamatic printed circuit board, bottom surface (B) printed circuit board, top surface

It was elaborated a control panel for settings and
processing monitoring, consisting basically of three
push-buttons connected in IMPUT PULLUP mode
on digital doors of the Arduino Mega 2560 and on
its GND. Being a push-button for setting processing
time, other for maximum internal temperature

setting and finally the system actuating.

For indication, a set of LEDs was installed
connecting their anode type terminals to digital
doors of the Arduino Mega 2560 and the catodo
type terminals connected to resistors of 220 ohms
connecting on your GND, in which the blue LED
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indicates the activation of the heating system, red
LED indicating that the equipment is not in running
mode, Green LED indicating that the equipment is
in running mode and yellow LED indicating that
the procedure has been completed. It is also
possible to monitor the situation of the equipment
through the display of vital information on a TFT
3.2" ILI9341 LCD Display with resolution of
240x320 pixels with direct coupling on the
microcontroller.

The installation of the AM2302 DHT22 sensor
consisted of connecting your VCC terminal
connected to the 5 V of the Arduino Mega 2560 and
another terminal connected to the GND. Being the
data transition accomplished by a connection
between the DATA terminal with an analog port.

The activation of the heating system is carried
out by means of a rele module with output voltage
of 250 VAC and 30 A, connected to the 5 V, GND
and digital pin of the Arduino Mega 2560. In your
common terminal (Represented only for illustration
in the squematic as RST port) has been connected
to the VCC from a 127 V external power supply, In
followed coming out a cable of the normally open
terminal (Represented only for illustration in the
squematic as 3V3 port) linking directly to the VCC
of electrical resistance. The GND terminal of
electrical resistance is connected directly to the
GND of the external power supply.

While in the second module rele with output
voltage from 30 VDC to 10 A or 250 VAC to 10 A,
is installed the airflow system, in which the VCC
terminal of the 12 V fan is connected to the
normally open terminal (Represented only for
illustration in the squematic as 3V3 port) of the rele.
In your common terminal (Represented only for
illustration in the squematic as RST port) has been
connected to the VCC from an external 12 V power
supply. The GND terminal of fan is connected
directly to the GND of the external power supply.

The programming developed allows the
selection of the processing time of the greenhouse,
also displaying a timer for monitoring the
remaining time for finalization, with indicative
audible alarm triggering. Allowing the definition of
maximum operating temperature with staggered
addition of 2 ranging from 303.15 to 323.15 K
(Temperature range established for the process), in
which the current internal temperature and
humidity is displayed with an update rate of 2
seconds. In this way, with the parameters set the
microcontroller takes control of operation through
the control of the reles connecting and unplugging
the air circulation systems and heating so that it
always remains under the defined conditions.

All procedure record can be tracked on the Serial
monitor of the Arduino Integrated Development

Environment software, in which fundamental data
on the executing of programming is presented,
recording the time of initiation and completion of
the procedure, temperature, internal humidity of the
greenhouse, activation and shutdown of the reles
throughout the process, thus enabling, the
providing of data for statistical analysis of the
process, interpretation of procedure and assessment
for equipment calibration.

The equipment designed has a safety system in
case of error during the process. In the event of
failure to transfer data from the temperature and
humidity sensor, the system immediately registers
informing the interval of events of the error, in
addition to pausing the activation of the reles, thus
preventing the internal temperature from exceeding
the selected temperature, returning its operation
after data return. If the transmission fails,
representative figures is displayed on the display, in
addition to the activation of all indicative LEDs and
audible alarm activation.

The data collection for statistical control,
consisted of evaluating the operation of the
equipment over a time period of 4800 seconds.
During the process, the data was recorded on the
serial monitor Arduino Integrated Development
Environment software at an average interval of 2
seconds (DHT22 sensor response time).
Subsequently, copied to a TXT file, imported into
Excel for organization and table generation.

For time series analysis, the initial period of
3600 seconds of the process was isolated, to
determine the objective parameters. Due to the
registration of the DHT22 sensor not occurring in
an exact time interval, a total sample of 1680
registered data was generated, which were divided
into subgroups of 15 data and calculated your
average, simulating a record every 30 seconds,
generating a final sample with 112 record averages.
The same process, was applied for data generation
used in control charts, histogram and contour plot,
however, using the final 3600 seconds period of the
process, for verification of stability and suitability
of the same.

The average data was calculated, due to the fact
that the record happens in a relatively short interval,
which generates data with small variances from
each other during the 30:00 seconds period, thus
enabling better fit of the sample size to be worked
and plotted in the graphs.

The Figure 4 shows the time series charts
generated for temperature and humidity. In which,
on the left side is plotted the total set of samples.
While on the right side the samples were plotted
from the starting point of stabilization, enabling an
magnification of the distribution visualization over
the analyzed time.
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Figure 4 - Temperature and humidity time series chart

The determination of the stabilisation point was
performed by observing the value closest to the
overall mean of the samples in the final process
period, taking into account the graphic behavior,
being selected from the oscillation wave higher
relative to the target value at the beginning of the
process.

It was observed that the initial temperature
stabilization period was 482 seconds (08:03
minutes) so that inside the camera reached an
average temperature of 322.76 k. While humidity
stabilized from 547 seconds (09:12 minutes)
reaching an average range of 25.19 RH.

Analyzing the time series chart plotted from the
stabilization period, it is possible to observe that
over the evaluated time, the temperature is
distributed around the average of 323.06 K, with a
maximum point of 323.96 K and a minimum of
321.96 K. However, observing the distribution
process over time, it was verified that only two
points presented average temperature below 322.15
K, occurred in the initial waves of the stabilization
period.

With this, it turns out that the process in its initial
period after stabilisation, disregarding the two
initial peaks below, has an average oscillation of
temperature distributed within a limitation range of
+- 0.90 compared to the target value of 323.15 K,
more precisely a deviation of 0.81 above and 1.00
below the target value.

Analyzing the time series chart plotted from the
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V b
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Temperature Time Series Chart (Stabilization Period)
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humidity stabilization period, it is possible to
observe that over the estimated time, the same is
distributed around the average of 25.11 RH, with a
maximum point of 25.78 RH and a minimum of
24.63 RH. When the distribution process over time
is observed, it can be seen that the same presents
peaks of higher values initially with a tendency to
distribute around the average in a smaller interval
as the processing time increases until a certain
period, can be compared with the average moisture
value in the final period to determine the mean
range of the process. Therefore, it turns out that in
its initial period the process has an average
oscillation of humidity distributed within the
limitation range of +_ 1.15 RH.

With samples from the final processing period,
I-AM control charts were generated, allowing to
monitor the average and variation of the process for
temperature and humidity factors. To check for
special causes in the process, type 1 tests were
applied, evaluating a point greater than three
standard deviations from the center line; type 2,
evaluating nine consecutive points on the same side
of the center line; type 7, evaluating fifteen
consecutive points within a standard deviation of
the center line on both sides.

The Figure 5, the left shows the charts 1-AM
(Inidividual; Amplitude). While the right is
generated the histogram to examine how data is
dispersed using bars to show the frequency of each
range.
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Figure 5 Charts I-AM and histogram referring to temperature and humidity

Examining the temperature charts, it is observed
that the mobile amplitude chart shows that the
variation of the process is under statistical control,
concluding that the control limits of chart | are
accurate. The individual value chart shows that the
process operated with an average estimate of
323.14 K. The limits of control, are fixed at a
distance of 3 standard deviations above and below
the center line, showing the amount of variation
that is expected from the individual samples.
Ranging from among upper control limit of 324.44
K and a lower control limit of 321.84 K . Being
possible to verify that the process is under statistical
control.

Through the histogram, it is possible to observe
a higher frequency at the ends in relation to the
target value, specifically at temperatures with a
range of 322.40 to 322.50 K and 323.70 to 328.80
K, what can be justified, due to the operation of the
programme, since it assesses the need or not to
actuating the heating system, interpreting data at
calibrated intervals for the process when the
temperature is below or above the objectified value,
but remaining within the estimated range.

Evaluating the humidity charts, it is observed
that the mobile amplitude chart shows that the
variation of the process is under control, indicating

that the control limits of chart | are accurate.
However, on the individual value chart the point 1
presented a value greater than three standard
deviations above the center line, indicating is under
special cause, probably explained by the fact that it
is in the initial phase of the stabilization process.
Therefore, after the identification of the cause, its
value was omitted so as not to influence the
estimates of the process parameters and it was
possible to verify that humidity follows a process
under control in line with the temperature.
Presenting an approximate average of 25.00 HR,
with upper control limit of 25.53 RH and lower
limit of 24.47 RH. The histogram allows us to
observe that the process presented higher frequency
of distribution in the range between 25.15 and
25.25 RH and with considerable distribution
around the process average.

Through the contour plot of humidity versus
temperature; final phase time (Figure 6), it was
found that it tends to present lower humidity ranges
between 25.00 and 24.60 RH with temperature
around 323.15 K. Being than temperatures below
322.35 K the humidity values tend to present
themselves greater than 25.40 HR. Maintaining a
good distribution over the final processing period.
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Contour Chart: Humidity vs. Temperature; Time (End Period)
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Figure 6 - Contour Plot for humidity response in initial processing period

CONCLUSION

In view of the established objectives, through the
study, the structural projection was carried out and
operational programming with control limits within
the range determined specifically for the process. In
which carried out the construction of the
greenhouse with forced air circulation for vertical
drying of Fibroin plates, automated by means of the
ATmega 2560 microcontroller, contained in
arduino Mega 2560 board. Developing a prototype
in an economically viable way and with
functionalities within the objective pattern.
Evaluated by means of specific statistical tests.

Through the applied tests, it was found that the
process kept under control throughout the operating
period of the equipment at its maximum power,
operating at a general average after stabilization at
a temperature of 323.10 K with a variation of +-
01.00 around the target value. While humidity
remained in the mean range of 25.05 RH acting in
line with temperature variation. Both factors, for
stabilization inside the camera require an average
time of 8:57 minutes (514 seconds), starting from a
average initial temperature of 296.16 K and
humidity of 67.36 RH.

In this way, the elaborated equipment presents a
good alternative in the performance of the drying
process of fibroin plates with good control of the
parameters determined. Allowing a higher number
of samples inside the camera and enabling better
ambient circulation, ensuring the stability and
distribution of the process. However, internal
homogeneity studies of the camera are needed to
determine the overall distribution capacity.
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ABSTRACT

Keywords
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chlorophyll
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In vitro propagation of bromeliads is widely used to produce plantlets intended for conservation. This
study aims at evaluating physiological responses of Aechmea setigera in vitro cultured under different
concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP). The experiment was conducted in completely
randomized design with five treatments (0, 1.0, 2.0, 4.0 and 8.0 mg L of BAP). After 90 days of in
vitro cultured in stationary liquid MS culture medium it were assessed morphological and biochemical
parameters. The BAP increment increased stomatal density, reduced plant size and root number, but
increased the number of shoots. There was significant effect of BAP dose on fresh and dry mass. High
BAP doses (4.0 and 8.0 mg L*) promoted the reduction of chlorophyll a and total chlorophyll content,
but there was no change of chlorophyll b and carotenoids. The concentration of starch and total soluble
carbohydrates decreased above 2.0 and 4.0 mg L of BAP, respectively. The total phenolic content
decreased with increasing BAP concentrations. Evaluated changes in metabolism elucidate the
phenotypic plasticity for in vitro multiplication process in A. setigera.

RESUMO

Palavras-chaves
micropropagacéo
biotecnologia
clorofilas
carboidratos
compostos fendlicos

Respostas fisiologicas de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. (Bromeliaceae) cultivada in
vitro. A propagagdo in vitro de bromélias € amplamente utilizada para produzir plantas visando a con-
servacdo. O objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas fisiologicas de Aechmea setigera cultivada
in vitro sob diferentes concentragfes de 6-benzilaminopurina (BAP). O experimento foi conduzido em
delineamento completamente casualizados com cinco tratamentos (0; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg L™ de BAP).
Ap6s 90 dias de cultivo in vitro em meio de cultura MS liquido estacionario, foram avaliados parametros
morfoldgicos e bioguimicos. O aumento das concentragdes de BAP promoveu aumento da densidade
estomatica, redugdo do tamanho da planta e do nimero de raizes, mas aumentou o nimero de brotos.
Existiu efeito significativo entre as doses de BAP e as massas fresca e seca. Elevadas doses de BAP
(4,0 e 8,0 mg L) promoveu a redugéo dos teores de clorofila a e total, mas no alterou os teores de
clorofila b e carotenoides. As concentragdes de amido e carboidratos soliveis diminuiram com o uso
de concentragdes acima de 2,0 e 4,0 mg L™ de BAP, respectivamente. O teor de compostos fendlicos
totais diminui com o aumento da concentracdo de BAP. As modificagdes avaliadas no metabolismo
elucidam a plasticidade fenotipica nos processos de multiplicacdo in vitro de A. setigera.
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INTRODUCTION

The Aechmea setigera Mart. ex Schult.. &
Schult. f. (Figure 1A), epiphytic plant of
Bromeliaceae family, is found in Panama,
Colombia, Venezuela, Guyana and Brazil between
70 and 550 meters of altitude (Missouri Botanical
Garden, 2021). In Brazil, this plant occurrence has
been recorded in Acre, Amazonas, Pard, Mato
Grosso and in the State of S&o Paulo (Brito et al.,
2019). However, the massive deforestation
dramatically damaged this species population and
currently, A. setigera is considered unique in the
Amazonian region. This species is epiphytic, with
leaves up to 1 meter in length, peduncular bracts
with a spiny margin and curved inflorescence
(Koch et al., 2015). A. setigera has large, intense
green and succulent leaves, and because of its
beauty, it has ornamental potential (Ledo et al.,
2014).

In general, bromeliad species in the Amazon are
poorly known (Quaresma and Jardim, 2012), and
can be considered threatened due to deforestation.
In view of existing threats to populations of plant
species, biotechnological techniques have been
surveyed aiming at conservation and clonal
propagation, such as in vitro culture (Guerra and
Dal Vesco, 2010). In vitro techniques have been
widely used for propagation and as alternative to
minimize the extraction of a high number of
bromeliads, which are rare or endangered (Guerra
and Dal Vesco, 2010). According Silva et al. (2020)
the germplasm conservation of bromeliads needs to
consider the genetic diversity of the species' natural
conditions, therefore, the use of in vitro germinated
seeds is essential for the maintenance of diversity
aiming at in vitro conservation.

The combination of growth regulators and
explant type is defined according to the desired
morphogenetic responses (Faria et al., 2018), which
are activated by complex metabolic pathways.
Thus, plant growth regulators can lead to various
responses, generate metabolic pathway activation
and promote the accumulation or reduction of
compounds essential for plant development (Rosa
et al., 2018). Guerra and Dal Vesco (2010) suggest
the use of growth regulators such as
naphthaleneacetic  acid (NAA) and 6-

benzylaminopurine (BAP) in the in vitro
multiplication phase of bromeliads in general.
Biochemical responses, assessing the content of
soluble carbohydrates, starch and soluble proteins
were performed at A. blanchetiana in vitro cultured
under the effect of different auxins (Chuet al.,
2010).

Cytokinins especially BAP are used in different
concentrations and combinations in order to
facilitate the development of plant
micropropagation  techniques  for  inducing
organogenesis (Malaet al., 2013), especially in
bromeliads (Silva et al., 2020). Micropropagation
studies using BAP of A. setigera are still recent
(Ledo et al., 2014; Vasconcelos et al., 2015).

This study aims at evaluating the physiological
responses of A. setigerain vitro cultured under
different BAP concentrations.

MATERIAL AND METHODS

The fruits of Aechmea setigera Mart.Ex Schult.
& Schult. f. (Figure 1) at physiological maturity
stage were collected from adult plants in natural
population on the AC-90 Road, km 10, at 01'16.9”S
and 67 5526.6”W in Rio Branco (AC). The
collections took place in November (the Amazon
rainy season), with the manual removal of the fruits
and stored in a refrigerator (4 °C) for 30 days. For
species identification, exsiccates in duplicates were
sent to the deposit in the Herbarium of the Rio de
Janeiro Botanical Garden (Herbarium RB) under
the number Rb550638. Seeds were manually
removed and disinfected for 2 min in 70% ethanol,
followed by 25 min immersion in commercial
bleach solution (2.0-2.5% active chlorine) and
added a drop of Tween 20 in each 100 mL of
solution, according to Ledo et al. (2014). Then,
seeds were rinsed three times in sterile and distilled
water and inoculated into canned-type glass (340
mL) containing 30 ml of MS culture medium
(Murashige and Skoog, 1962) supplemented with
vitamins of Morel (Morel and Wetmore, 1951), 30
g L™ of sucrose and gelled with 6 g L™ of agar. The
pH of culture medium was adjusted to 5.8 prior to
sterilization for 15 min at 1.3 kgf cm™. From in
vitro introduction, plants multiplication was
preceded.
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Figure 1 - Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. (Bromeliaceae) under natural conditions - image by
Andrés Hernandez with Smithsonian permission - www.si.edu (A), in vitro plants treated with different BAP
concentrations (B), 4.0 mg L* treatment explant detail (C) and leaf abaxial surface image with stomata

distribution (D).

Plants with 60 days of culture containing young
leaves of about 1 cm inlength were excised and
inoculated into glass bottles containing MS culture
medium (Murashige and Skoog, 1962) in a
stationary liquid phase with vitamins of Morel
(Morel and Wetmore, 1951) sucrose (30 g L*) and
6-benzylaminopurine (BAP) at 0; 1.0;2.0;4.0 and
8.0 mg L*concentrations. After 90 days of culture
(Figure 1B and 1C), assessments for biomass
accumulation, stomatal density, leaf pigment
contents and chemical compounds were performed.

Biomass accumulation was estimated from the
number of shoots formed in each of the plants
contained in the bottles. The length of the longest
leaf and the largest root was measured using a
caliper. The numbers of leaves in the largest shoot
and the number of leaves per shoot were obtained
from counting in each shoot. The fresh biomass of
shoots and roots was determined in analytical
precision balance (Kern 430-21, Kern, Balingen,
Germany). The dry biomass of shoot and roots was
performed after drying in greenhouse under air
circulation at 65 °C for 72 hours. The total fresh and
total dry biomasses were estimated by summing
those in the shoot and roots.

The stomatal density was determined using the
modeling technigque with colorless enamel. The dry
enamel was subsequently removed with clear
adhesive tape and fixed on slides. Three leaves of
different plants were randomly collected in each
bottle, totaling 15 counts per treatment. Abaxial
(Figure 1D) and adaxial photomicrographs of
surfaces of leaves were performed under optical

microscope (Feldmann Wild Leitz 1500 FWL T)
with attached camera. With ANATI QUANTI
software  (version 2.0, Plant  Anatomy
Laboratory/UFV, Vicosa, Brazil), the number of
stomata was determined (Aguiar et al., 2007).

The leaf pigment content was estimated using
the SPAD index, measured by a chlorophyll
portable meter (SPAD 502 Plus Chlorophyll Meter,
Spectrum  technologies,  Bridgend,  United
Kingdom). Readings were performed on three
leaves randomly selected of different plants in each
replication, totaling 15 counts per treatment. The
assessmentof chlorophyll a and b, total chlorophyll
and total carotenoids content was performed
according to the methodology described by Hiscox
and Israelstam (1979). Samples of 100 mg fresh,
healthy, full leaves were incubated in water bath
with 7 mL of dimethylsulfoxide (DMSO) for two
hours at 65 °C, with no maceration. After filtering,
the total volume was adjusted to 10 mL. The values
were obtained by visible-UV spectrophotometry in
microplate (SpectraMax Paradigm Multi-mode
Detection Platform Microplate Reader, Molecular
Devices, Sunnyvale, USA) considering the optical
density measured at 480 nm, 649 nm and 665 nm.
The estimate of chlorophyll and carotenoid
contents was performed using the equations
(Wellburn, 1994): Chlorophyll a (Chla) = [(12.19 x
AB65) - (3.45 x A649)]; Chlorophyll b (Chlb) =
[(21.99 x A649) - (532 X A665)]; Total
chlorophyll = (Chla + Chlb) and Total carotenoids
=[(1,000 x A480) - (2.14 x Chla) - (70.16 x Chib)]
/ 220.
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The total soluble carbohydrate content was
determined by phenol-sulfuric method (Dubois et
al., 1956). Samples containing about 1 g of fresh
mass were macerated with liquid nitrogen (-196 °C)
using mortar and pestle and then subjected to a
triple extraction by boiling in water bath (100°C)
with 80% ethanol for 5 minutes. Extracts were
centrifuged at 3000 rpm at 20 °C for 10 minutes and
filtered through glass wool. From the combination
of the three alcoholic extracts was obtained a
corresponding portion to soluble sugar fraction,
adjusting final volume to 10 mL with 80% ethanol.
In 10 mL testing tubes was pipetted 50ul extract
and added 450 pl distilled water, 0.5 mL phenol
(5%) and 2.5 mL concentrated sulfuric acid (98%).
The reading was carried out in visible-UV
spectrophotometer in microplate (SpectraMax
Paradigm  Multi-mode  Detection  Platform
Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale,
USA) at 490 nm absorbance. The total
carbohydrate content was estimated from a
standard curve determined based on a standard
carbohydrate (glucose), and the analysis performed
in triplicate.

The starch extraction was carried out according
to the methodology of McCready et al. (1950). To
the precipitated residue from total soluble
carbohydrates extraction was added 2 mL ice-cold
distilled water (4 °C) and 2.6 mL perchloric acid
(52%) iced, being stirred with a glass rod for 15
minutes. A total of 4 mL ice-cold distilled water
was added and centrifuged at 3000 rpm for 15
minutes. The supernatant was filtered through glass
wool and to precipitate was added 1 mL of ice-cold
distilled water, followed by adding 1.3 mL of 52%
cold perchloric acid, and being stirred with a glass
rod for 15 minutes. It was centrifuged again at 3000
rpm for 15 minutes and the supernatant filtered
through glass wool, joining all extract fractions,
volume was adjusted to 20 mL with distilled water,
and then homogenized. A fraction of 50ul was
removed from the extract and added 450l distilled
water, 0.5 mL of phenol (5%) and 2.5 mL of
concentrated sulfuric acid (98%). The total
carbohydrate content was estimated from a
standard curve determined based on a standard
carbohydrate (glucose), and the analysis performed
in triplicate. Quantification of starch content was
according to the methodology of Dubois et al.
(1956) in visible-UV spectrophotometer in
microplate (SpectraMax Paradigm Multi-mode
Detection Platform Microplate Reader, Molecular
Devices, Sunnyvale, USA) at 490 nm absorbance.

The total polyphenol content was determined
using the Folin-Ciocalteu method described by
Singleton and Rossi (1965). The mass of 1 gram of

fresh plant material was macerated in liquid
nitrogen (-196°C) with mortar and pestle. The
sample was placed in a test tube and added 10 mL
of 80% methanol, followed by stirring for 2
minutes. Samples remained for 24 hours in the dark
at 4 °C. The extract was filtered on vacuum pump.
It was added 200 pL of sample extract and 1 mL of
Folin-Ciocalteu reagent (diluted 1:9 v/v) intest
tubes, followed by 800 pL of sodium carbonate
(7.5%). Test tubes were covered with PVC film and
kept away from light for 30 minutes. The test tube
corresponding to blank received 200 pL of 80%
methanol instead of sample. After incubation,
absorbance was determined in visible-UV
spectrophotometer in microplate (SpectraMax
Paradigm  Multi-mode  Detection  Platform
Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale,
USA) at 765 nm and analysis performed in
triplicate. The total polyphenol content was
estimated from a standard curve determined based
on a standard phenolic compound (Gallic acid).

The experiment was conducted in completely
randomized design with 5 treatments and 5
replications, and one glass bottle with 4 plants was
the experimental unit. The results were subjected to
analysis of variance and regression, using the
statistical software Sisvar® 4.3 (5% error
probability).

RESULTS

The length of the longest leaf of Aechmea
setigera  decreased linearly (R?=0.80) with
increased BAP concentration. Plant leaves in
medium without growth regulator and highest BAP
concentration showed 10.0 cm and 4.2 cm length,
respectively. The length of the longest root has
followed a similar trend to the leaf size, with
exponential decrease (R?=0.89) (Figure 2A). The
number of leaves with higher shoot was not
significantly changed by cytokinin addition to the
culture medium. However, the total number of
roots showed linear decrease with increased BAP
concentration (Figure 2B). Culture medium
supplementation with growth regulator favored
shoot induction during in vitro culture of A.
setigera (Figure 2C). The cultivation of plants in
the absence of BAP resulted in low multiplication
rate (2.2 shoots per explant). The increased
concentration of growth regulator promoted linear
increase in the number of shoots per explant (R? =
0.90) with 20.6 shoots per explant at 8.0 mg L.
The average number of leaves per shoot suffered no
significant effect of BAP addition, being close to
four in all treatments.
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Figure 2 - Morphological parameters of Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f.in vitro cultured under
different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP). (A) Leaf and root length of the largest shoot. (B)
Number of leaves and roots of the largest shoot. (C) Number of shoots and average number of leaves per shoot.
Error bars indicate standard deviation. *Significant at 5% error probability (p <0.05)

BAP influenced the fresh and dry biomass
accumulation besides modifying the number and
length of shoots, (Figure 3). The shoot fresh matter
was significantly increased (R?=0.88), following a
polynomial modeland increasing cytokinin
concentration to the culture medium, while root
system fresh matter was exponentially reduced
(R?=0.92) (Figure 3A). The accumulation of shoot
fresh matter resulted from the expressive increased
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number of shoot (Figure 2C). In the dry biomass the
same trend was observed (Figure 3B). However,
there was no effect on the total biomass
accumulation of A. setigerain vitrocultured, which
showed average of 2.28 g fresh matter per explant
and 0.18 g of dry matter per explant. The average
of 7.7% dry matter was observed on the total
biomass of explants.
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Figure 3 - Fresh matter of shoots, roots and total fresh matter (A) and dry matter of shoots, roots and total dry
matter (B) of Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f.in vitro cultured under different concentrations of
6-benzylaminopurine (BAP). Error bars indicate standard deviation. * Significant at 5% error probability (p

<0.05)
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The increased cytokinin concentration in the
culture  medium resulted in linear increase
(R?=0.89) in stomatal density on the leaves abaxial
surface of A. setigera (Figure 4). Plants cultivated
with 8.0 mgL™* BAP addition presented on average
of 212 stomata mm, three times over the density
observed in plants kept without this growth
regulator (71 stomata mm-).

The SPAD index is a direct and non-destructive
measurement that represents an estimate of green
pigments present in leaves. As the total chlorophyll

content, SPAD index was influenced by the BAP
addition to the culture medium, showing significant
reduction with increased cytokinin concentration
(Figure 4). The reduction followed a polynomial
mathematical model (R?=0.84). These results
indicate that high concentrations of cytokinin in the
culture  medium can be harmful to the
photosynthetic apparatus. However, these losses
are compensated by the addition of sugars to the
culture medium, allowing the multiplication of
plants.
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Figure 4 - Stomatal density (stomata mm-2) in the leaf abaxial surface and SPAD index of Aechmea setigera
Mart. ex Schult. & Schult. f.in vitro cultured under different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP).
Error bars indicate the standard deviation. *Significant at 5% error probability (p <0.05)

Total chlorophyll content (R?=0.87) and
chlorophyll a (R?=0.89) in leaves of A. setigera
were significantly reduced with increasing BAP
concentrations. The reduction of leaf pigments
followed linear pattern and the chlorophyll b and
total carotenoids content have no differences in
plants cultivated in culture medium with varied

chlorophyll content ranged from 0.65 to 1.0 mg g*
of fresh matter. Chlorophylls represented on
average 87% of the pigments present in leaves, on
average ratio of 7.0 between total chlorophyll and
carotenoids. The content of chlorophyll a was
equivalent to 73% of the total chlorophyll and
average ratio of 2.8 chlorophyll a/b.

BAP concentrations (Figure 5). The total
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Figure 5 - Chlorophyll contents (a, b, total) and carotenoids in leaves of Aechmea setigera Mart. ex Schult. &
Schult. f.in vitro cultured under different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP). Error bars indicate
the standard deviation. *Significant at 5% error probability (p <0.05)
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The analysis of starch content showed that BAP
addition changed this polysaccharide amount in A.
setigera leaves (Figure 6), with marked reduction
above the use of 2.0 mg L™t BAP. The BAP addition
altered significantly the total content of soluble
carbohydrates in leaves of A. setigera (Figure 6).
There was increase in the carbohydrate content

with increasing concentration up to 4.0 mg L*
BAP. Plants cultivated in the presence of BAP had
average carbohydrate content 3.2 times higher than
those maintained in medium without regulator
addiction. Concentrations above 4.0 mg L* BAP
resulted in decreased soluble sugar content.
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Figure 6 - Soluble carbohydrates and starch content in leaves of Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult.
f.in vitro cultured under different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP). Error bars indicate the
standard deviation. *Significant at 5% error probability (p <0.05)

The total phenolic compounds content was
significantly reduced (R?=0.91) with increase of
BAP concentration to the culture medium (Figure
7). A. setigera plants maintained without growth

regulator showed about 30% more phenolic
compounds compared to plants under higher BAP
concentrations (8.0 mg L™).
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Figure 7 - Total phenolic compounds content in leaves of Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f.in
vitro cultured under different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP). Error bars indicate the standard

deviation. *Significant at 5% error probability (p <0.05)

DISCUSSION

The increased BAP concentration promoted
increase in shoot number and lower growth of
them. This observation was also verified in other
studies on in vitro plants with the activation of
lateral meristems and beginning of new shoot
formation (Galvanese et al., 2007; Faria et al.,

2018). In studies on micropropagation using
Nidularium innocentii and N. procerum
bromeliads, the increased BAP concentration also
promoted increase in the number of regenerated
shoots (Silva et al., 2012). Santa-Rosa et al. (2013)
studying bromeliads of Aechmea genera, observed
that the BAP addition to the culture medium
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resulted in shoot formation without roots or with
poorly developed roots. This observation is in
accordance to the trend observed in this study. The
addition of BAP growth regulator to the culture
medium changed the hormonal balance of A.
setigera explants by modifying the investment in
plant development, with more expressiveness in the
formation of shoots as increased BAP
concentration. Consequently, growth of leaves and
roots reduced in the highest concentrations of
phytoregulator.

The results observed for the number and length
of leaves or roots and the biomass accumulation
confirmed that the increased BAP concentration
favored A. setigera multiplication rather than the
growth of plant organs. Similar results with the use
of BAP and ANA were obtained with bromeliad
Alcantarea nahoumii (Silva et al., 2020), indicating
that the wuse of this cytokinin in higher
concentrations increases the multiplication rate, an
important characteristic for the propagation and
conservation of the species.

Stomata in plants in vitro cultured are
significantly related to the photosynthetic capacity
and to the acclimatization process (Borghezan et
al., 2003; Tavares et al., 2015; Aliniaeifard et al.,
2020). The cytokinins act in many morphogenic
processes such as the vascular system development
(Aloni, 2001), formation and maintenance of the
photosynthetic apparatus (Rosa et al., 2018), and
stomata functionality (PospiSilova et al., 1999;
Veselova et al., 2005). Plants maintained in vitro
environment typically have unique characteristics,
such as increase in size and stomatal density and
reduced control on the opening and closing
mechanism of stomatal pores (Hazarika, 2006).
However, it has not been reported cytokinins action
on the stomata formation, although it is widely
known the role of these regulators on the control of
stomatal conductance (PospiSilova et al., 1999;
Veselova et al., 2005). In this study, the increase in
stomatal density by increasing BAP concentration
may be related to the probable increase of gas
exchange for the most metabolic activity. Such
relation is supported by the increased formation,
also with linear pattern, of the number of shoots
regenerated with increasing BAP concentrations
(Figure 2C).

Leaf pigments contents and ratios between
pigments are in agreement with the values observed
for other bromeliad species (Kurita and Tamaki,
2014; Martins et al., 2015). Although growth
regulator addition has resulted in significant
reduction of chlorophyll content, the highest BAP
concentrations were not limiting for the
multiplication of in vitro plants, considering that a
carbon source (sucrose) was added to the culture

medium. Cytokinins are growth regulators widely
used in micropropagation of axillary and
adventitious shoot (Dobréanszki and Silva, 2010),
which plays important role in the formation and
development of chloroplasts (Rosa et al., 2018).

In order to minimize plant mortality during the
acclimatization phase, the use of an intermediate
culture medium with lower concentrations of both
growth regulators and sugars stimulating root
development is an important step for the
propagation of bromeliads as established by Guerra
and Dal Vesco (2010) and Ledo et al. (2014).

Total content of soluble carbohydrates results
reflect the balance between the source
(photosynthesis and added source) and sinks
(growth, multiplication and maintenance) of carbon
at in vitro conditions. These sprouting were smaller
and in higher number, using sugars rapidly, when
compared with plants in medium without BAP.
Similar pattern of response was observed by Ledo
et al. (2014), who suggest that intense metabolic
activity of shoots justifies the most direct use of
carbohydrates and lower stored content (starch).

The results disagree with other authors, who
observed that culture medium with highest
concentrations of growth regulators induced higher
production of phenolic compounds (Dias et al.,
2016). These authors report that in vitro cultured,
produced phenolic compounds can be oxidized,
causing blackening of the culture medium and later
explants. These oxidized compounds become toxic
to cells, negatively affecting plant development,
compromising the action of enzymes and can lead
to death and loss of cultures. However, for the in
vitro culture of A. setigera, the content of phenolic
compounds caused no change in coloring of the
culture medium and did not reach toxic levels,
without affecting the growth of plants.

The in vitro propagation system of bromeliads of
Aechmea genera performed from shoots presented
viability and can be used as a biotechnology
strategy for the conservation of bromeliads,
minimizing the extractive activity, as suggested by
other authors (Santa-Rosa et al., 2013; Ledo et al.,
2014, Silva et al., 2020). This system can also be
used for clonal propagation of plants with
ornamental potential (Guerra and Dal Vesco, 2010;
Faria et al., 2018). In addition to use in propagation
and conservation systems, the results of this study
contributed to extend the understanding of the BAP
effect on the physiological behavior and
metabolism of A. setigera plants.

CONCLUSIONS

The addition of cytokinin 6-benzylaminopurine
(BAP) to MS culture medium promotes increased
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multiplication of A. setigera and the greater
investment in the shoots. The stomatal density in
leaves increases with BAP concentration. Starch
and total soluble carbohydrates concentration
decrease above 2.0 and 40 mg L' BAP,
respectively. The content of total phenolic
compounds decreases with increased BAP
concentrations. A. setigera has facility at in vitro
propagation and the addition of 8 mg L* BAP
favored the multiplication rate without affecting the
explants development, therefore, the best
concentration ~ for  micropropagation  and
conservation.
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INFO ABSTRACT
Keyworks Application of tannase obtained from Aspergillus tamarii URM 7115 and its effect on whole cashew
Anarcadium occidentale L. juice.Tannin Acyl Hydrolase is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of hydrolysable tannins and
antioxidant activity can be used in several industrial areas, such as food and pharmaceutical. The present work had as
TanninAcylHydrolase objective to produce tannase obtained from Aspergillus tamarii URM 7115 under submerged

fermentation and to verify its effect on the integral cashew juice. The total tannins, total phenolics,
antioxidant activity and some physical-chemical parameters (pH, °Brix, vitamin C and total acidity)
were analyzed before and after application of the enzyme. The tests showed a reduction of at least
50% of the total tannin content, 47-54% increase in phenolics and an increase in total antioxidant
activity of 20 to 23%. In addition, the samples of cashew juice before and after enzymatic
application presented acceptable results for pH, °Brix, vitamin C and total acidity. The treatment
with tannase in whole cashew juice, in addition to reducing astringency, other advantages were
observed, such as increased antioxidant activity, less turbidity and maintenance of nutritional and
physicochemical quality.

RESUMO
Palavras-chaves Tanino Acil Hidrolase é uma enzima que catalisa a hidrdlise de taninos hidrolisaveis e pode ser
Anarcadiumoccidentale L. utilizada em diversas areas industriais, como alimenticia e farmacéutica. O presente trabalho teve
atividade antioxidante como objetivo produzir tanase obtida de Aspergillustamarii URM 7115 sob fermentagéo submersa e
Tanino acil hidrolase verificar seu efeito no suco de caju integral. Foram analisados os teores de taninos totais, fenélicos

totais, atividade antioxidante e alguns parametros fisico-quimicos (pH, °Brix, vitamina C e acidez
total) antes e pos aplicagdo da enzima. Os ensaios demonstraram uma reducéo de no minimo 50 %
do teor total de taninos, aumento entre 47 a 54 % no teor de fendlicos totais além de ser verificado
um aumento na atividade antioxidante total de 20 a 23 %. Ademais, as amostras do suco de caju
integral antes e apds aplicacdo enzimatica apresentaram resultados aceitaveis para pH, Brix, vitami-
na C e acidez total. O tratamento com a tanase em suco de caju integral, além da reducéo da adstrin-
géncia foi observada outras vantagens como aumento da atividade antioxidante, menor turvagéo e
manutencdo da qualidade nutricional e fisico-quimica.
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INTRODUCAO

Os taninos s@o compostos que fazem parte do
sistema de defesa vegetal e classificados como
polimeros fenolicos do metabolismo secundério
dos  vegetais, atuando como  agentes
antimicrobianos e fago-inibidores para herbivoros.
A terminologia tanino é utilizada pelas literaturas
botanicas devido a palavra “tenante” que esta
associada a sua aplicacdo no curtimento de couro
(Haslam, 1988; Monteiro, 2005).

Tais substancias estdo presentes em muitos
frutos e produtos de origem vegetal para o
consumo humano, dando a estes produtos um
sabor adstringente causado pela precipitacdo de
proteinas salivares, sendo desta forma uma das
caracteristicas especificas dos taninos (Bruneton,
1991; Monteiro, 2005).

Estes compostos fendlicos sdo classificados em
taninos complexos, condensados e hidrolisaveis
(galotaninos e elagitaninos), sendo estes ultimos
facilmente hidrolisados em meios &cidos ou
basicos, ou por acdo enziméatica (Khanbabaee e
Ree, 2001).

Tanino acil hidrolase (E.C. 3.1.1.20), conhecida
como tanase, é uma enzima extracelular,
induzivel, produzida por micro-organismos, como
bactérias, fungos filamentosos e leveduras,
principalmente os fungos do género Aspergillus e
Penicillium na presenca de acido tanico (Aguilar,
1999). Essa enzima hidrolisa os ésteres e ligacdes
laterais de taninos hidrolisaveis (Banerjee et al.,
2001). O A4cido ténico é um tipico tanino
hidrolisavel, também chamado de galotanino, que
pode ser hidrolisado pela tanase em acido galico e
glicose (Helbig et al., 2003). Essa enzima é
amplamente utilizada na indUstria de alimentos,
sucos, cervejarias, farmacéutica e quimica. Ela é
principalmente aplicada para producdo de é&cido
galico, chas instantaneos, na estabilizacdo da cor
do vinho, refrigerantes a base de café, processo de
tratamento de couro, remocao de adstringéncia em
bebidas (Lekha e Lonsane, 1997).

A aplicacdo da tanase em sucos proporciona a
diminuicdo da concentracdo dos taninos presentes
no meio, 0Ss quais sd0 responsaveis pelo
surgimento de turbidez, sabor amargo e
adstringéncia, caracteristicas estas muitas vezes
indesejaveis. Além disso, a hidrolise destes
compostos provoca alteragcBes nutricionais e
sensoriais desejaveis, uma vez que a liberacdo do
grupo galoil tem um efeito retardante na oxidagéo
do é&cido ascOrbico aumentando a sua acao
antioxidante (Rout e Banerjee, 2006; Srivastava,
2009).

O efeito da aplicacdo de enzimas obtidas de
micro-organismos em sucos e bebidas ja vem
sendo reportado por outros pesquisadores tais

como: Rout e Benerjee (2006), Srivastava e Kar
(2010), Selwal et al. (2011) e Sharma et al. (2014)
onde verificaram tanto a diminuicdo do teor de
tanino quanto o aumento da concentragdo de acido
gélico.

O pseudofruto do cajueiro (Anacardium
occidentaleL.), conhecido como caju, é consumido
ndo s6 pelas caracteristicas organolépticas, mas
também pela sua qualidade nutricional, que est&
associado ao alto teor de vitamina C. A polpa tem
0 seu mercado pequeno devido ao seu alto teor de
taninos, que além da adstringéncia indesejavel,
causam instabilidade durante o armazenamento
(Couri, 2002). Quando retirada as caracteristicas
indesejaveis do suco, o mesmo pode servir de
matéria-prima para a elaboragdo de suco
concentrado, refrigerantes, vinhos e outros
produtos (Paula et al., 1995).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
aplicar tanase obtida de Aspergillus tamarii URM
7115, sob fermentacdo submersa, e verificar seu
efeito no suco de caju integral.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Instituto Federal de
Educacédo, Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco,
Campus Barreiros. O fungo foi obtido da Colecao
de Cultura Micoteca URM do Departamento de
Micologia, do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco e no
IFPE/Campus Barreiros foi preservado, a 4°C, em
agua destilada esterilizada em frascos de
penicilina  (Castellani, 1939). Durante o0
experimento foi realizado o repique do fungo
semanalmente, em tubos de ensaios inclinados.

Producéo de tanase

A produgdo enzimética ocorreu em frascos
Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de meio
de fermentacdo (0,3 % de nitrato de sodio
(NaNOs). 0,1 % de fosfato de potassio (KHPO,).
0,05 % de sulfato de magnésio (MgSQOs); 0,05 %
de cloreto de potéassio (KCI); 0,0001 % de sulfato
de ferro (FeSO.); 1 % de acido tanico, pH 5,0).
Apbs a autoclavagem e arrefecimento do meio, o
mesmo foi adicionado de &cido tanico (5 %, p/v)
apos passar em membranas de 0,45 pum. O meio
foi entdo inoculado com suspensdo de 1x10°
esporos/mL. A suspensao foi feita apds remocao
dos esporos com solucdo de Tween (0,3 %, p/v),
previamente esterilizada, contendo NaCl (0,9 %,
p/v). Os esporos foram contados em camara de
Neubauer. Apés a inoculacdo os meios foram
incubados a 26°C em Shaker a 67 h/100 rpm
(Sena et al., 2017). Apds fermentacdo, as solugdes
foram filtradas e centrifugadas a 10000 rpm por 15
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minutos a 4°C e o sobrenadante, considerado
extrato enzimatico bruto, foi adicionado na relagéo
de (1:1) a uma solugdo de gelatinas dissolvida a
2,5 % durante 30 minutos e depois centrifugado
para remogdo do 4&cido tanico residual. O
sobrenadante foi congelado para posterior analise
da atividade enzimatica e aplicacdo. Todas as
analises foram realizadas em triplicata.

Determinacédo da atividade enzimética

A atividade da tanase foi estimada pelo método
de Sharma et al. (2000) modificado por Pinto,
Couri e Gongalves (2006), onde se utilizou
rodanina etandlica e &cido tanico como substrato.
O meio reacional consistiu em 250 pL do
substrato, dissolvido em tampéo citrato 0,05 M
(pH 5), e 250 pL da amostra enzimatica, ficando
estes em contato por 5 minutos a 30 °C. A reacao
enzimatica foi paralisada pela adi¢do de 300 pL de
rodanina etanolica 0,667% (p/v). Ap6s 5 minutos
a 30 °C, 200 pL de hidroxido de potassio 0,5 N
foram adicionados, formando um cromogeno de
coloracdo violeta. Ao passar 5 minutos, na
temperatura supracitada, o volume obtido foi
diluido adicionando 4 mL de &gua destilada em
cada reacdo. Tubos designados de controles
(extrato enzimatico adicionado no final da reagdo)
foram usados simultaneamente. Apdés 10 minutos
a 30 ©°C procedeu-se a leitura em
espectrofotdbmetro a 520 nm. A unidade de
atividade tanasica (U/mL) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1
pmol de &cido galico por minuto nas condicGes de
ensaio. Foi utilizado acido galico como padrdo
para a curva de calibragdo. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

Preparo do suco de caju integral

Os frutos da pitomba foram obtidos no pomar
da Instituicdo e encaminhados ao Laboratério de
Frutas e Hortalicas do campus. Os mesmos foram
selecionados e higienizados em agua clorada a 50
ppm durante 30 minutos. Em seguida foi feito o
enxagule dos frutos, os mesmos foram despolpados
em despolpadeira industrial e o suco obtido foi
filtrado.

Biotransformagdo do suco de caju integral por
tanase de Aspergillus tamarii URM 7115

Em frascos Erlenmeyers (125 mL) foram
adicionados 30 mL do suco, aos quais foram
acrescidos de 6 % (v/v) de extrato enzimatico.
Como controle foi utilizado o suco sem adi¢éo da
enzima. Em seguida, os frascos foram mantidos
em agitador rotativo a 150 rpm com temperatura
ajustada para 30 °C, durante 4 horas, Os ensaios
foram realizados em triplicata. Apds aplicacdo, a

enzima foi desnaturada a 70 °C durante 10 min
(Rout e Banerjee, 2006).

Andlises fisico-quimicas do suco de caju
integral antes e apos aplicacdo enzimatica

_pH

O pH do suco obtido foi determinado apds
filtragho e afericdo direta em pHmetro
antecipadamente calibrado (lal, 2008).

- Sélido solaveis em °Brix, a 20°C

Os sdlidos soluveis foram determinados por
refratbmetro digital gotejando duas gotas da
amostra na superficie do aparelho previamente
calibrado (lal, 2008).

- Acidez titulavel por potenciometria

Foram pesados 10 g do suco de caju integral,
filtrado e homogeneizado em béquer de 300 mL,
posteriormente este foi diluido em 100 mL de
agua destilada e agitados. Logo apo6s foi
introduzido o eletrodo na solucdo e em seguida a
mesma foi titulada com solucdo de hidroxido de
sodio 0,1 M até o pH permanecer entre 8,2 e 8,4
(lal, 2008). O potenciometro foi calibrado antes
das analises com solugdes tampdo de pH 7 e 4.

- Vitamina C

Para determinar o teor de vitamina C transferiu-
se a amostra (10 g) para um Erlenmeyer de 300
mL com auxilio de 50 mL de agua. Apo6s
homogeneizacdo da solucéo foram adicionados 10
mL de solucdo de &cido sulfarico 20 % (v/v). A
amostra foi homogeneizada e logo apds foram
adicionados 1 mL da solucdo de iodato de potassio
(0,02 M) e 1 mL da solugdo de amido 1 %. Em
seguida foi realizada a titulacdo com solugdo de
iodato de potéssio até atingir coloragdo azul (lal,
2008). Todas as andlises foram executadas em
triplicata.

Determinacéo do teor de taninos totais do suco
de caju integral antes e ap6s aplicacdo
enzimatica

A estimativa do teor de taninos totais foi feita
pelo método de precipitacdo proteica (Haggerman
e Butler, 1978) utilizando o &cido tanico como
padrdo. Um mL do suco foi posto em contato com
3 mL de solucéo de Albumina de Soro Bovino (1
mg/mL) e mantida durante 15 minutos a
temperatura  ambiente. Os  tubos  foram
centrifugados a 5500 rpm por 15 minutos, o
sobrenadante descartado e o precipitado dissolvido
em 3 mL da solucdo de dodecil sulfato de sodio (1
%, p/v) contendo trietanolamina (5 %, v/v). Um
mL de solucdo de FeCls (0,01 M) foi adicionado e
mantido durante 15 minutos a temperatura
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ambiente para a estabilizacdo da cor. Apds este
periodo procedeu-se a leitura em
espectrofotdmetro a 510 nm contra um branco. Os
resultados foram representados em porcentagem
de reducdo de taninos. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

Determinacdo de fendlicos totais do suco de
caju integral antes e apds aplicacao enzimatica

Para determinar o teor de compostos fendlicos
totais foram pipetados, em tubos de ensaio, 50 pL
da amostra e 125 pL do reagente Folin Ciocalteau,
diluido na proporcdo de 1:10. Os tubos foram
agitados e mantidos em repouso por 3 minutos.
Apos o periodo de tempo, foi adicionado 1 mL de
carbonato de sodio (7,5 %, m/v) e 1,35 mL de
agua destilada. Os tubos foram mantidos por 2
horas ao abrigo da luz. Apo6s o periodo de reacao,
0 espectrofotbmetro foi zerado com o controle
(branco) e em seguida realizadas as leituras a 765
nm (Singleton et al., 1999). Os valores obtidos
foram comparados com a curva padrdo de &cido
galico (5 a 100 mg/100 g). O contetdo total de
fendlicos foi expresso em mg equivalente de acido
galico por 100 g de suco.

Determinacdo da atividade antioxidante do
suco de caju integral antes e apds aplicacao
enzimatica

Para analise de atividade antioxidante foram
pipetados, para tubos de ensaios, 100 pL da
amostra e 39 mL de 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) a 60 pM (diluidos em
metanol). Os tubos foram agitados e mantidos por
20 minutos ao abrigo da luz (Brand-Williams et
al., 1995). Um controle negativo foi utilizado,
trocando-se a amostra por metanol. Controles
positivos foram analisados, trocando-se a amostra
por é&cido galico. Decorrido o tempo foram
medidas as absorbancias das amostras a 517 nm.
A capacidade de sequestro de radical DPPH foi
calculada de acordo com a equagéo: [(Ao-A1)/Ad]
*100

Onde A, foi a absorbancia do controle negativo
e A; a absorbancia na presenga do composto
(amostra e controle positivo).

Andlises estatisticas

Apobs obtencdo dos resultados, realizou-se a
comparagdo de médias pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade por meio do
programa Sistema de Anadlise de Variancia
(SISVAR) (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade enzimética

Apés a fermentagdo do Aspergillus tamarii
URM 7115 verificou-se que a atividade
enzimatica média da tanase nas condicGes destes
ensaios foi de 34,23 £ 0,17 U/mL.

Em outro trabalho com producdo de tanase,
Nascimento et al. (2014) realizaram estudos para
selecdo de 14 amostras de Aspergillus sp isoladas
do solo da Caatinga de Pernambuco, para
producdo de tanase em meios contendo residuos
agroindustriais oriundos da inddstria de sucos e
bebidas (cascas de café, tangerina e uva). As
fermentacGes submersas ocorreram a 30 °C, 150
rpm, 120 horas. Os resultados obtidos para a
atividade enzimaética foi de 4,0 U/mL. Em outra
pesquisa desenvolvida por Costa et al. (2012) a
producdo de tanase por Aspergillus tamarii foi
estudada em culturas submersas. O fungo
produziu tanase ap6s dois dias de crescimento em
meio mineral contendo &cido tanico e &cido galico
a 2 % como fonte de carbono, o melhor resultado
foi 20,4 U/mL. Sharma et al. (2015) tiveram como
objetivo produzir tanase de Aspergillus sp isolados
de solos de diferentes localidades. Apo6s
fermentagdo submersa com substrato rico em
tanino, acrescido de 1 % de é&cido tanico, os
autores obtiveram uma atividade enzimatica de 20
U/mL. Tendo como base os trabalhos supracitados
verifica-se que a atividade enzimatica da tanase
obtida neste trabalho foi superior, isso pode estar
relacionado tanto com as condicbes da
fermentacdo quanto a quantidade de indutor (acido
tanico) utilizado na fermentacéo.

A enzima obtida foi utilizada na
biotransformacéo do suco de caju integral.

Aplicacdo enzimatica no suco de caju integral e
analises fisico-quimicas

A enzima obtida foi adicionada ao suco de caju
integral e em seguida foram analisados o teor de
taninos  totais, fenolicos totais, atividade
antioxidante e alguns parametros fisico-quimicos
(pH, Brix, vitamina C e acidez total). A avaliagéo
fisico-quimica se faz necessaria uma vez que a
biotransformacéo ndo pode influenciar a perda de
qualidade no que diz respeitos aos padrdes
minimos preestabelecidos para o Padrdo de
Identidade e Qualidade de um produto especifico,
neste caso 0 suco de caju integral. Os resultados
dos parametros fisico-quimicos estdo distribuidos
na Tabela 1.
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Tabela 1 - Pardmetros fisico-quimicos do suco de caju integral antes e apos aplicacdo enzimatica

L ) ] i Legislacdo
Determinacoes Suco integral antes da Suco integral apos (BRASIL, 2018)
fisico-quimicas aplicacéo aplicacdo enzimatica — —

Minimo Méaximo
pH 3,46 a 3,45a 3,80 -
Solidos sollveis
totais (°Brix) a 20 °C 10,23+£0,32a 10,10+0,17 a 10 -
V'tam'”agg (mg/100 109,80 + 0,34 a 103,42 + 0,55 a 80 i
Acidez total expressa
em acido citrico 0,74+0,017 a 0,72+0,005a 0,18 -

(9/100 g)

Médias seguidas por letras distintas na horizontal diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados foram comparados com 0s
valores exigidos em legislacdo (Brasil, 2018).
Como pode ser verificado todos os pardmetros
avaliados para o suco antes e apds aplicacdo foram
estatisticamente iguais. Em relacdo ao pH as
amostras do suco de caju integral antes (3,46) e
apos aplicacdo enzimética (3,45) apresentaram
resultados aceitaveis. Considerando que é
permitido até 20 % de variagdo, as amostras
encontram-se dentro do padrdo. O suco tratado
enzimaticamente apresentou um valor de 10,10
°Brix, encontrando-se dentro das especificacdes
pré-estabelecidas em legislagdo vigente. A
concentracdo de vitamina C no suco sem (109,80
0/100g) e com tratamento enziméatico (103,42
0/100 g) foram estatisticamente iguais entre si e
encontram-se em conformidade com a quantidade
exigida na legislagdo. Segundo Sharma et al.
(2017), o &cido ascorbico oxida durante incubagdo
e a oxidacdo sera proporcional & temperatura de
incubacdo. Em relacdo a acidez total, em &cido
citrico, verificou-se que 0 suco sem tratamento
enzimatico apresentou contetido de 0,72 g/100g e
0 suco com tratamento enzimatico um valor de
0,74 g/100g.

A partir dos resultados pode ser evidenciado
que a aplicacdo da tanase no suco de caju integral
ndo afetou significativamente o0s parametros

avaliados no que diz respeito aos padrdes de
identidade e qualidade do produto.

Abdullah et al. (2020) avaliaram a eficiéncia da
aplicagdo de tanase, produzida por Aspergillus
ficuum, na degradacdo de taninos presentes em
suco de caju. Apos a aplicacdo da enzima o0s
autores verificaram que o valor de pH manteve-se
inalterado. No entanto, o conteddo em vitamina C
teve uma diminuigdo. Trabalho desenvolvido por
Monteiro et al. (2021) apdés avaliar a
biotransformacdo do suco de pitanga integral
verificaram que o suco tratado com tanase ndo
teve seus parametros fisico-quimicos alterados
quando comparado com a legislagdo vigente.

Reducéo de taninos totais

Existem vérias aplicacGes para a tanase e entre
elas, a sua utilizagho na diminuicdo da
adstringéncia de sucos de frutas devido ao
conteldo de taninos presentes nos mesmos. A
tanase extraida de Aspergillus tamarii URM 7115
hidrolisou os taninos presentes no suco de caju. A
Tabela 2 indica seu efeito apos aplicacdo. A partir
de trés repeticdes das condi¢des de aplicacéo (6%
de extrato enzimatico, 30 °C, 150 rpm por 4 h) foi
verificada uma redugdo média de 50 % no teor
total.

Tabela 2 - Aplicacdo de extrato enzimético, contendo tanase de Aspergillus tamarii URM 7115, para a

reducdo de taninos em suco de caju integral

Ensaios Reducdo de taninos experimental (%)
1 50,83+ 0,15a
2 51,26 £0,29 a
3 50,35+13la

Letras diferentes na vertical representam diferencas significativas (p< 0,05) entre si.
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A utilizacdo de tanase na detanificacdo de sucos
vem sendo explorada e pode minimizar custos de
producdo pela industria. Couri et al. (2002)
comparou 0 tratamento da polpa do caju apo6s
aplicar tanase e utilizar gelatina, separadamente,
visando a redugdo no teor de taninos totais. Os
autores verificaram uma reducgéo de 46 % no teor
de taninos totais ap6s utilizar tanase e 39 % apos
uso da gelatina. Lima et al. (2014) produziram e
aplicaram tanase, extraida de Penicillium
montanense URM 6486, em suco de uva. Apos
aplicacdo os autores obtiveram uma reducao de 46
% de taninos ap6s 2 horas de aplicagdo. Sharma et
al. (2014) aplicaram tanase de Aspergillus niger,
parcialmente purificada, em suco de goiaba sendo
observado decréscimo no contetdo de &cido tanico
em 17,60, 29,04 e 44,38 % apds 30 minutos de
tratamento utilizando 0,5, 1,0 e 2,0 % de extrato
enzimatico, respectivamente.

Com base nos resultados dos pesquisadores
supracitados pode-se observar que tanto as
condicbes de aplicacdo, o tipo de micro-
organismos e o meio em que foi aplicado, véo ter
influéncia na diminuigdo do teor de taninos. A

presenca de alto teor de tanino nos frutos €
responsavel pela turvacdo e formagdo de
sedimento, cor, amargor e adstringéncia do suco
durante o armazenamento, neste sentido é
desejavel a aplicacdo de tanase para remogédo dos
mesmos.

Fendlicos totais e Atividade antioxidante

Os resultados do teor de fendlicos totais e
atividade antioxidante encontram-se na Tabela 3.
Como pode ser observado houve diferenca
significativa  entre 0s ensaios testes
(estatisticamente  superiores) e o controle,
demonstrando a biotransformacao do suco de caju.
Apbs o tratamento enzimético houve aumento
médio de 51 % no teor de fendlicos no suco de
caju integral, além de ser verificado um aumento
médio de 22,32 % na atividade antioxidante total.
Os dados apresentados mostraram uma correlagéo
positiva entre as analises reallizadas. Isto quer
dizer que, ao aumentar o conteldo em compostos
fendlicos houve um aumento na atividade
antioxidante.

Tabela 3 -Resultados obtidos apds a aplicacdo de extrato enzimatico, contendo tanase de Aspergillus tamarii
URM 7115, no teor de fendlicos totais e atividade antioxidante no suco de caju integral

Fenolicos totais experimentais (mg

Atividade antioxidante experimental —

Ensaios EAG/100 g)/Aumento de fendlicos (%) DPPH (%)/ aumc;anto da atividade antioxi-
ante (%)
1 250,60 + 4,21/51,48 a 46,76 + 0,20/22,92 a
2 255,47 +7,29/54,40 a 46,82 + 0,17/23,08 a
3 243,30 £ 8,42/47,07 a 46,01 +0,79/20,95 a
C 165,45+ 42,07 b 38,04+1,20b

C: Controle. Letras diferentes na vertical representam diferencas significativas (p<0,05) entre médias.

Estudos tem demonstrado que o consumo de
frutas e vegetais reduzem o risco de doencas
crénicas como o cancer, doencgas cardiovasculares
e acidente vascular cerebral (Yeum et al., 2003).
Isso pode ser devido a presenca de diversos
compostos fitoquimicos.

Os sucos de frutas (romd, amora, framboesa,
etc.) foram recentemente aclamados por seus
beneficios para a saude, em particular, pelo seu
potencial antioxidante de combate a doencas
(Beniwal, 2013). Em relagdio ao caju,
pesquisadores avaliaram o teor em fenodlicos e
atividade antioxidante, recomendando o consumo
do pseudofruto para prevencdo de doengas
cronicas. Entretanto, até o momento ndo foi
reportado por outros pesquisadores o efeito de
tanase, ap0ds aplicacdo, na atividade antioxidante e
no teor de fendlicos em suco de caju integral.

Alves et al. (2013) avaliaram o teor de fenélicos

no pseudofruto do caju e encontraram um valor
médio de 279,3 + 50,4 mg EAG/100 g no
contetdo de fendlicos totais e 22,7 + 11,2 % de
atividade antioxidante. Vieira et al. (2011)
determinaram o teor de fenolicos totais e atividade
antioxidante em polpa de frutos tropicais e
encontraram na polpa de caju o valor médio de
201,61 + 19,15 mg EAG/100 g em fenodlicos totais
e uma atividade antioxidante maior do que as
polpas de goiaba, caja e tamarindo. Silva Neto et
al. (2021) ap6s avaliar a biotransformag&o de suco
de pitomba integral utilizando tanase de S.
cerevisiae CCMB 520 verificaram uma reducéo de
19,20 % no teor de taninos, um aumento nos
compostos fendlicos (10,54 para 13,059 mg EQ
AG/100 g) e um aumento no poder antioxidante
(78,52 para 97,78 %).

Vale ressaltar que os radicais livres podem
estimular processos oxidativos e a atividade
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antioxidante dos compostos fenolicos reduz o
risco dessas doencas (Vetran, 2013). Neste
sentido, os resultados deste estudo demonstram a
importancia da aplicacdo de tanase no suco de caju
visando aumentar a ingestdo de substancias
antioxidantes potencialmente protetoras contra
diversas doencas cronicas, tais como obesidade,
diabetes e canceres.

CONCLUSOES

A partir dos resultados verificou-se a
importancia do uso de tanase na biotransformagéo
de compostos para melhorar a sua atividade
funcional e potencial  nutracéutico. Os
antioxidantes  naturais presentes na dieta
aumentam a resisténcia aos danos provocados pela
oxidacdo, apresentando assim um impacto
significativo para a saide humana. Neste sentido,
0s resultados sugerem que a tanase obtida de
Aspergillus tamarii URM 7115 pode ser utilizada
potencialmente para aplicagdo biotecnoldgica
industrial, como producdo de sucos, visando a
diminuicdo do teor de taninos, aumento de
compostos fendlicos e atividade antioxidante total.
Vale destacar que apds a biotransformacdo do
suco de caju integral ndo houve perda na
qualidade  nutricional e  alteragbes  nas
caracteristicas fisico-quimicas.
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ABSTRACT
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Phytochemical evaluation and biological activities of the exocarp extract from the fruit of Protium
spruceanum. Protium spruceanum known as “breu branco” is a medicinal plant species. The aim of
this study was to evaluate the hydroethanolic extract of the exocarp of the mature fruit of Protium
spruceanum regarding its phytochemical groups and biological activities. The fruits were collected and
the extract produced by static maceration in a 70% hydroethanol solution. The analyzes carried out
were for organoleptic, physicochemical, regarding the yield of the extract obtained, relative density,
pH, refractive index and optical rotation, and for biological assays, the extract was tested for
photoprotection activity in UV-Vis, antifungal activity on Candida and antibacterial on Staphylococcus,
Salmonella and Escherichia by disk assay (mm). The extract was light brown and aromatic. Qualitative
phytochemical screening revealed the presence of organic acids, reducing sugars, phenols, purines,
catechins and double olefins. The yield was 16.99%, relative density 0.965 g mL™, pH 5.26, refractive
index 1.3987 np and optical rotation -99.8°. In photoprotection activity, the extract exhibited activity at
UVC wavelength. In the antifungal activity, potential inhibition was obtained for C. guilliermondii and
C. tropicalis and for antibacterial inhibition for strains of S. aureus, E. coli and S. serovar Enteritidis.
The exocarp extract of the ripe fruit of Protium spruceanum showed a potential biological effect.

RESUMO

Palavras-chaves
Protium

atividade fotoprotetora
atividade antifingica
atividade antibacteriana

Protium spruceanum conhecido por “breu branco” ¢ uma espécie vegetal medicinal. O estudo teve por
objetivo, avaliar o extrato hidroetan6lico do exocarpo do fruto maduro de Protium spruceanum quanto
aos grupos fitoquimicos e atividades bioldgicas. Os frutos foram coletados e o extrato produzido por
maceragao estatica em solucdo hidroetanolica 70%. As andlises realizadas foram para organolépticas,
fisico-quimicas quanto ao rendimento de extrato obtido, densidade relativa, pH, indice de refracéo e
giro Optico, e para 0s ensaios bioldgicos, o extrato foi testado para ativdade de fotoprotecdo em UV-
Vis, atividade antifangica sobre Candida e antibacteriana sobre Staphylococcus, Salmonella e Escheri-
chia pelo ensaio em disco (mm). O extrato apresentou coloragéo castanho claro e aromatico. A pros-
peccao fitoquimica qualitativa revelou a presenca de &cidos organicos, aglcares redutores, fendis, pu-
rinas, catequinas e duplas olefinas. O rendimento foi de 16,99%, densidade relativa de 0,965 g mL™,
pH 5,26, indice de refracdo 1,3987 np e giro optico de -99,8°. Na atividade de fotoprotecdo, o extrato
exibiu atividade no comprimento de ondas UVC. Na atividade antifingica, foi obtido potencial inibicdo
para C. guilliermondii e C. tropicalis e para antibacteriano inibicdo para cepas de S. aureus, E. coli e S.
sorovar Enteritidis. O extrato do exocarpo do fruto maduro de Protium spruceanum demonstrou poten-
cial efeito bioldgico.
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INTRODUCAO

A familia Burseraceae é composta por 19
géneros e aproximadamente 700 espécies
amplamente distribuidas nos tropicos (295 espécies
em 8 géneros) e subtropicos nas (Américas (Central
e do Sul) e Africa), e em menor quantidade em
areas temperadas quentes, sendo Burseraceae uma
das maiores do mundo (Limaetal., 2014; Sri Rama
Murthy et al., 2016; Rosalem et al., 2017). No
Brasil, os géneros encontrados nos diversos biomas
e dominio Cerrado s&o, Protium Burm. f., Bursera
Jacq. ex L., Tetragastris Gaertn., Crepidospermum
Hook. F., Dacryodes Vahl e Trattinnickia Willd
conforme Vieira et al. (2010) e Lima et al. (2014).

Véarios taxons do género Protium sdo
empregados na medicina popular, onde as resinas,
6leos essenciais e extratos de diversas partes do
vegetal, apresentam inOmeras classes de
fitocompostos com potencial comprovado para uso
medicinal. Estudos reportam para P. decandrum, P.
altsonii, P. strumosum, P. ovatum, e P. spruceanum
importantes atividades bioldgicas (Silva et al.,
2013). As diversas espécies de Protium apresentam
exsudato branco ou preto extraido principalmente
das partes aéreas e das raizes superficiais. Esse
exudato é comercializado em mercados de produtos
naturais e em lojas especializadas em produtos
fitoterapicos. Sabe-se que, a composicdo desse
exsudato apresenta atividades biolégicas com agdo
antimicrobiana, antioxidante, analgésica,
antiinflamatoria, antitussigena, antitumoral e
edematogénica (Siani et al., 1999; Bandeira et al.,
2006; Rudiger et al., 2007; Camargo et al., 2010;
Rosalem et al., 2017; Amparo et al., 2019), bem
como no tratamento da pneumonia, tuberculose e
gonorréia (Corréa, 1926; Costa, 1994; Amparo et
al., 2018; Aranaga et al., 2020).

Popularmente o género Protium é conhecido por
“almecegueira, breu branco, breu preto, pau-de-
breu e resina mesca”. Uma das espécies de com
maior distribuicdo nos ambientes naturais, € a P.
spruceanum encontrada com ambundancia nas
regibes Amazobnica, Mata Atléntica e Cerrado

g\,, /_‘x ;;

brasieliro. Em si, um individuo de P. spruceanum
pode alcancar até 20 m de altura; copa densa e
arredondada, formando dossel; com tronto reto
cilindrico, com casca rugosa e delgada entre 25-40
cm de didmetro; folhas compostas, pinadas,
alternas;  foliolos  subcoridceos entre  3-5,
descoloridos, glabros na face superior e
pubescentes na face inferior; inflorescéncias em
paniculas ramosas axilares com 2-3 cm de
comprimento, frutos elipsoides entre 2-3 valvas
avermelhadas (Brasil et al., 2018), sendo conhecida
entre a populagdo por “breu branco, breu ou
almécega-de-casca-lisa” devido a coloragio natural
eshranquigada do exsudato aromatico produzido
nas raizes, tronco, galhos e frutos, sendo utilizado
no tratamento de dores estomacais, dores de cabeca
e de dente, bem como em processos gripais
(Machado et al., 2003; Zoghbi et al., 2005).

Os extratos foliares sdo utilizados em processos
inflamatdrios na presenca de febre, antinociceptivo
e antiedematogénico, sendo estas atividades
atribuidas a presenga de a- e f-amirinas (Rodrigues
et al., 2013; Amparo et al., 2018; Figueiredo et al.,
2019), e os frutos, servem de alimento para a fauna
como: tucanos, jabutis e tartarugas e ajudam
também no processo de digestdo desses animais
(Machado et al., 2003; Rodrigues et al., 2013).

Como observado, P. spruceanum apresenta
diversos estudos bem diversificados quanto as
atividades bioldgicas e constituintes fitoquimicos
ativos. No entanto, essa espécie ainda apresenta
vérias possibilidades de estudos de caracterizacéo,
bem como, ensaios in vitro e ex vitro,
principalmente para uso farmacolégico.

Este estudo teve por objetivo, avaliar o extrato
do exocarpo do fruto maduro de Protium
spruceanum (Figura 1), sobre o0s grupos
fitoquimicos, caracteristicas fisico-quimicas e
atividades biolégicas nos ensaios de fotoprotecéo,
antifingica sobre o género Candida e
antibacteriana sobre  Staphylococcus aureus,
Salmonella sorovar Tiphymurium, Salmonella
sorovar Enteritidis e Escherichia coli.

Figura 1 - Individuo de Protium spruceanum em periodo de frutificacdo e no canto inferior esquerdo o extrato

hidroetandlico
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MATERIAL E METODOS
Identificacdo do vegetal e coleta dos frutos

Frutos maduros (1 kg) foram coletados em 20
individuos de P. spruceanum adultos localizados
em uma propriedade rural no municipio de Rio
Verde, Goiés, Brasil, com a seguinte localizagdo
geografica (17°42°59.5’S e 50°53°27.7°W),
apresentando altura média de 748 m, tipo de solo
distroférrico, clima com duas estaches bem
definidas: seca (Maio a Outubro) e chuvosa
(Novembro a Abril). A espécie foi identificada
atraves de chave dicotdbmica para o género Protium
pelo Bidlogo Msc®. Wendel Cruvinel, e uma
exsicata foi herborizada e depositada no Herbério
do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde,
localizado no laboratério de Sistematica Vegetal
com o seguinte Voucher (HRV: 15954).

Producéo do extrato

O exocarpo foi retirado do fruto utilizando uma
faca inox. As sementes foram descartadas. Um total
de 500 g de exocarpo teve sua massa determinada
em balanga analitica digital. E em seguida, o
material foi transferido para um processador de
alimentos contendo 1 L de uma solucdo
hidroetandlica 70% (v/v) onde foi processado por 5
min. Apds esse tempo, a solugdo foi transferida
para um frasco de vidro &mbar onde ficou sob
maceragao estatica por 8 dias, em sala livre de luz
e calor. Apos esse periodo, foi adicionado 100 mL
de acetona (P.A — ACS) (Neon), permanecendo por
mais 2 dias.

A solucéo foi entdo filtrada em papel de filtro
gualitativo faixa azul (Unifil, C-42), e o
sobrenadante coletado em bal&o de fundo redondo
de 2 L. Em seguida, o baldo foi transferido para
rotaevaporador rotativo com pressdo reduzida para
concentracdo do extrato. Apos redugdo, o extrato
foi transferido para freezer a -12 °C + 2 °C por 24
h e logo em seguida, transferido para liofilizador
até massa constante. O extrato liofilizado foi
mantido em frasco de vidro &mbar mantido em
freezer a -10 °C £ 2 °C até analises.

Analises fisico-quimicas

As caracteriticas organolépticas para cor, aroma,
limpidez e homogeneidade foram obtidas por
método qualitativo. O rendimento de extrato foi
determinado conforme descrito por Rodrigues et al.
(2011) através da equagdo R(%) = (Pex/Pex0)*100.
Onde: R(%) = rendimento de extrato em
percentagem; Pex = massa do extrato seco;
Pexofruto = massa exocarpo in natura (g). A
densidade relativa foi realizada em proveta

graduada de 10 mL a 20 °C + 2 °C e o resultado
expresso em g mL,

A massa do extrato hidroetandlico bruto foi
entdo obtida em balanca analitica digital, e o
resultado expresso em g mL* a 20 °C conforme
proposto por Menezes Filho et al. (2020). O pH foi
obtido em pHmetro digital de bancada (Lucadena,
Mod. Luca-210), a partir de 50 mL o extrato bruto.
Para determinacdo do indice de refracdo, foi
necessario 1 mL do extrato bruto adicionado em
refratrdmetro digital (Hanna Instruments, Mod.
HI96800) com faixa de refragcdo entre 1,3330 a
1,5080, resolucéo de 0,0001 a 20 °C + 2 °C. O giro
Optico foi determinado em  polarimetro
(Novainstruments, Mod. WXG-4) com faixa de
afericdo entre -180° e +180° na escala Vernier
conforme descrito por Menezes Filho et al. (2020),
a partir de solucéo hidroetandlica conc. 10% (m/v)
do extrato e transferida para uma célula de 10 mL.

Prospeccao fitoquimica qualitativa

A determinacdo qualitativa para as classes
fitoquimicas de glicosideos cardiacos, glicosideos
cianogénicos, alcaloides, aclcares redutores e ndo
redutores, acidos organicos, cumarinas, saponinas
espumidica e hemolitica, polissacarideos, fendis,
flavonoides, purinas, resinas, catequinas, depsideos
e depsidonas, esteroides e triterpenoides,
sesquiterpenolactonas e outras lactonas, duplas
olefinicas e tempo de oxidagdo foram realizados
conforme descrito por Bessa et al. (2013).

Atividade fotoprotetora pelo método de
varredura no comprimento de ondas critico UV-
Vis

Uma varredura foi realizada no comprimento de
ondas critico entre 400-240 nm, utilizando
espectrofotdmetro UV-Vis (Belphotonics, Mod. M-
51) e cubeta de quartzo de campo Unico de 1 cm. O
resultado foi analiado onde gerou-se uma imagem
(Figura 3) da varredura através do programa UV
Profissional 2.

Ensaio antifingico sobre Candida

O ensaio antifingico avaliando o extrato
hidroetanélico do exocarpo do fruto de P.
spruceanum, foi realizado através do método de
difusdo em disco de papel, conforme descrito por
Menezes et al. (2009) adaptado. As cepas flungicas
utilizadas foram: Candida tropicalis (ATCC 4563),
Candida guilliermondii (ATCC 56822), Candida
albicans (ATCC 10231) e Candida krusei (ATCC
34135) mantidas em meio s6lido batata dextrose e
agar (BDA) (Kasvi). As cepas foram entdo
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repicadas em solugdo caldo Brain Heart Infusion
(BHI) (Sigma Aldrich), e em seguida, incubadas a
36 °C £ 2 °C por 20 horas em estufa bacterioldgica.

Inicialmente, foi preparado um in6culo com 100
ML a partir de uma suspensdo fangica em dilui¢éo
a 105 mL? de células, padronizado conforme a
escala de McFarland com turbidez de 0,5 sendo
realizado em  espectrofotdbmetro  UV-Vis
(Belphotonics, Mod. M-51) e densidade optica em
530 nm, utilizando cubeta de vidro de 5 mL. A
solucdo fungica foi dispersa homogeneamente pela
técnica de esgotamento em placa de Petri de 10 cm,
contendo meio BDA.

Diferentes concentragdes do extrato nas conc.
500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 mg mL* (m/v)
foram previamente diluidas em dimetilsulfoxido
(DMSO) (P.A — ACS) (Vetec). Discos de papel de
filtro qualitativo com didametro de 6 mm foram
embebidos com 25 pL de cada concentracdo de
extrato. Logo apds, os discos foram adicionados
sobre o agar contendo a solugdo fungica e o sistema
foi mantido em incubadora bacterioldgica a 36 °C
+ 2 °C por 48 h. O acompanhamento do ensaio
fungico foi realizado diariamente, conforme
descrito por Gonzalez Hernandez et al. (2020)
adaptado.

Foi considerado o halo de inibicdo igual ou
superior a 8 mm de didmetro. Como controle
negativo foi utilizado DMSO, e como controle
positivo solucdo aquosa esterilizada 10 mL
contendo o principio ativo Cetoconazol (Crovell,
P.A — ACS, 99%) na conc. de 50 pg mL* (v/m).

Ensaio antibacteriano sobre Staphylococcus
aureus, Salmonella sorovar  Typhimurium,
Salmonela sorovar Enteritidis e Escherichia coli

O ensaio antibacteriano foi realizado conforme
descrito por Fernandez et al. (2017) adaptado.
Foram utilizadas culturas de bactérias dos géneros
Staphylococcus aureus (ATCC 9891), Salmonella
typhimurium  (ATCC  14028), Salmonella
enteritidis (ATCC 13076) e Escherichia coli
(ATCC 8739). As bactérias foram doadas pelo
banco genético de microorganismos da
Universidade Federal de Goidas — UFG, Campus
Samambaia, Goiania, Goiés, Brasil. Inicialmente,
as colonias foram suspendidas em 50 mL de uma
solucdo aquosa de caldo peptona bacterioldgico
(PB) (Kasvi) em frasco Erlenmeyer de 125 mL
esterilizado. Em seguida, os frascos contendo o
suspendido bacteriano foi mantido na temperatura
de 36 °C + 2 °C, por 48 h em incubadora
bacteriolégica (SolidSteel, Mod. SSD). Apds a fase
crescimento, aliquotas de 5 mL foram coletadas e
distribuidas em placas de Petri contendo meio
solido Agar Contagem de Placas (ACP) (Kasvi)

esterilizado. Apés esse procedimento, as placas
foram homogeneizadas com auxilio de uma alga de
Drigalski e incubadas a 36 °C + 2 °C por 24 h.

Apés esse tempo, foram selecionadas e
transferidas cinco colénias com auxilio de uma alca
de platina para Erlenmeyers de 125 mL contendo
50 mL de caldo PB. Apds esse procedimento, 0s
frascos foram incubados a 37 °C + 2 °C por ~36
horas com agitacdo orbital a 100 rpm, até obtencéo
de turbidez adequada conforme escala 0.5 de
McFarland. Apos determinagdo da turbidez ideal,
entre 1-2x10% UFC mL, uma aliquota de 5 mL foi
coletada e transferida para placas de Petri contendo
meio ACP. Em seguida, a solucdo foi
homogeneizada com auxilio de uma alca de
Drigalski.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi
realizada através do método de difusdo em pocos.
Na placa de Petri foram realizados pequenos pogos
com 9 mm de didmetro na superficie do meio. Em
cada placa, foram realizados 4 pogos onde foi
aplicado 100 pL mL?* para o 1° pogo:
Ciprofloxacina 500 mg mL? (La Santé), como
controle positivo, no 2° pogo: Azitromicina 500 mg
mL* (Eurofarma), como controle positivo, no 3°
poco: solugdo hidroetandlica como controle
negativo, e no 4° pogo: extrato hidroetandlico do
exocarpo do fruto maduro de P. spruceanum nas
concentraggdes 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62
mg mL?* (m/v). Os controles positivos foram
diluidos em 100 mL de &gua destilada estéril conc.
500 mg 100 mL™.

Apos a aplicacdo, as placas foram mantidas por
30 minutos em camara de fluxo laminar a 25 °C £
2 °C, e em seguida, incubadas a 37 °C £ 2 °C por
36 horas. Apos este periodo, a mensuracdo foi
realizada utilizando paquimetro digital (Digimess,
Mod. 100.174NL), com resolucdo de 0,01
mm/.0005” e erro de 0,001 mm. Foi considerado o
halo de inibicdo igual ou superior a 8 mm de
didmetro.

Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata
seguido de + desvio padrdo. Para determinacdo da
diferenca estatistica entre o antiflngico e os agentes
antibacterianos de referéncias, e as concentragdes
do extrato hidroetanélico 70%, foi utilizado teste de
Duncan com significancia (p < 5%). O programa
estatistico utilizado foi o IBM SPSS (Statistic 26).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O extrato apresentou coloragdo castanho claro,

aromatico, limpido e homogéneo, com rendimento
de 16,99% + 1,54, densidade relativa foi de 0,96569
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+0,01 g mL?ta20 °C, pH =5,26 + 0,02, indice de
refracdo = 1,3987 £ 0,04 np 20 °C e giro Optico de
-99,8°.

Os métodos qualitativos para fitoquimica é uma
importante ferramenta preliminar onde possibilita
screening inicial de baixo custo, especialmente
quando se desconhece o perfil quimico de um
vegetal. O extrato hidroetanolico do exocarpo do
fruto de P. spruceanum apresentou resultados
positivos para um grande nimero de fitomoléculas
(Tabela 1).

Estudos fitoquimicos com espécies do género
Protium reportam a presenca de esterdides,
terpenos (mono e triterpenos), cumarinas, ligninas,
fenilpropanoides e flavonoides (Magalhées et al.,
2006; Adfa et al., 2013) corroborando com esse
estudo. Ainda sdo escassos 0s estudos com extratos
do fruto de P. spruceanum na literatura, embora
observa-se um grande nimero de trabalhos com
folhas, galhos e resina como relatado por
Figueiredo et al. (2019) em que avaliaram 0s
extratos etandlico e aceto-etilico foliar quanto aos
fitocompostos, moléculas de glicerol, &cido
hexadecandico, galactopiranose, inositol, &cido
oléico, catequina que foram observados em ambos
0s extratos. Fitomoléculas ndo compartilhadas
foram  acido  piroglutamico, &cido  2-
aminoeptanodidico, acido ribobnico, talose, A-p-
glucopiranosideo para o extrato etanolico, e f-
Amirina para o extrato aceto-etilico foliar. Amparo
et al. (2019) também encontraram um grande
nimero de moléculas nos grupos dos taninos
(procianidina B) e seis flavonoides (catequina,
isoquercetina, quercetina-3-O-glucuronideo,
rutina, quercitrina e kaempferol-3-O-ramnosideo)
nos extratos hidrometandlicos das folhas e galhos
finos de P. spruceanum.

Alguns desses constituintes presentes no extrato

majoritariamente  por  inOmeras  atividades
biologicas, embora sua acdo seja normalmente
através de conjugacbes em  determinada
bioatividade. Por exemplo: &cidos organicos,
apresentam acgdo antibacteriana principalmente
para 0 grupo de bactérias gram-negativas e acdo
fungistéatica devido ao baixo pH (Duarte et al.,
2014); agUcares redutores atuam no sistema
nervoso central (SNC) e  musculoesquelético
suprindo de energia e agindo também como
gastoprotetor (Menezes Filho e Castro, 2019).

Fendis apresentam capacidade redutora em
radicalis livres que sdo gerados continuamente no
organismo ou mesmo adquiridos na forma exdgena,
sendo esses, estando intimamente ligados a
diversas patologias principalmente aos inimeros
tipos de canceres, envelhecimento precose e
distubios genéticos (Rochaetal., 2011; Bessa et al.,
2013); taninos, caracterizados como compostos
fendlicos  possuem atividade antioxidante,
antinfecciosa, antibacteriana, antifungica,
antitumoral e antiprotozoaria além de auxiliar no
reparo e regeneragéo tecidual (Robbers et al., 1997;
Bessa et al., 2013); compostos purinicos
apresentam atividade antialucindgena e inseticida
(Vizzotto et al., 2010; Menezes Filho e Castro,
2020).

As catequinas sdo polifendis, que apresentam
atividade antioxidante, guimioprotetora,
termogénica, antiinflamatoria, antitumoral e com
acao reguladora de gordura atuando diretamente no
metabolismo dos lipidios (Schmitz et al., 2005;
Bessa et al., 2013; Menezes Filho e Castro, 2019),
duplas olefinas sdo capazes de formarem
compostos  estruturais  resinosos e  0leosos
apresentando  também  aromas  adocicados
(Menezes Filho e Castro, 2019), como observado
no proprio extrato desse estudo.

de P. spruceanum  podem responder

Tabela 1 — Prospeccdo fitoquimica do extrato hidroetanélico 70% do exocarpo do fruto de Protium spruceanum
Grupos Resultados
Glicosideos cardiacos -
Glicosideos cianogénicos -
Alcaloides +
Acidos organicos +++
Aculcares redutores +++
Acucares nao redutores ++
Cumarinas -
Saponinas espumidica -
Saponinas hemolitica +
Polissacarideos -
Fenois +++
Taninos Verde
Flavonoides ++
Purinas +++

(continua..)
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Tabela 1 — Prospecgdo fitoquimica do extrato hidroetandlico 70% do exocarpo do fruto de Protium spruceanum

(continuacéo)

Grupos Resultados
Resinas ++
Catequinas +++
Depsideos e depsidonas ++
Esteroides e triterpendides -
Sesquiterpenolactonas +
Dupla olefinicas +++
Tempo de oxidacéo 2 seg.

Nota: (-) negativo. (+) fraco positivo. (++) moderado positivo. (+++) forte positivo. Taninos: Verde condensado o catéquicos. Azul (Az)

hidrolisavel ou galicos

O extrato do exocarpo do fruto maduro de P.
spruceanum apresentou uma banda entre 256-288
nm Essa banda apresenta as caracteristicas larga
amplitude com média intensidade e maxima
absorcao energética entre 270-280 nm, nesta faixa
de comprimento de ondas, prevalece fontes
energéticas pertencentes a UVC, que compreende
entre a faixa espectral de 100-280 nm (Figura 2).

Fontes energéticas do expectro do ultravioleta
causam sérios danos nos vegetais, animais € no
préprio homem. Com isso, a evolucdo dos vegetais
proporcionou que grupos de  moléculas
apresentassem caracteristica de repelir essas fontes
inpedindo assim, os efeitos deletérios nos tecidos
superficiais. A partir disso, o0s pesquisadores
desenvolveram emulsGes capazes de agirem como
meio bloqueador e filtrando essas fontes de energia.
O fator de protecéo solar (FPS) por estimativa em
espectrofotometria, baseia-se em um ndmero que
avalia o filtro solar ou uma ou vérias fitomoléculas
em conjunto em estudo, de acordo com a altura,
largura e localizagdo da banda de absor¢do dentro
do espectro do UV (Mansur et al., 1986; Violante
et al., 2009).

Conforme Violante et al. (2009), extratos

vegetais também podem apresentar diferentes
comportamentos de absor¢do de fontes energéticas
no UV, como ocorre entre as solucBes
emulsificantes fotoprotetoras alopaticas. Isso se
deve, a presenca de diferentes classes fitoquimicas,
gue sdo capazes de absorver diferentes fontes UV
(UVA, UVB e UVC).

Entre estas classes fitoquimicas estdo o0s
flavonoides, taninos, antraquinonas, alcalGides e
polifendis que além de agirem como fotoprotetores,
agem também como antioxidantes (Henriques et
al., 2000; Violante et al., 2009). Corroborando com
o0s estudos de Bobin et al. (1994), e Violante et al.
(2009) ainda observando a (Figura 2), a banda
observada é caracteristica dos flavondides que em
solucéo hidroetandlica absorvem com duas bandas
caracteristicas, a primeira entre 240-280 nm e a
segunda entre 300-550 nm. Além disso, o resultado
qualitativo para flavonoides (Tabela 1) corrobora
com a andlise espectrofotométrica em UV-Vis. No
entanto, novos estudos deverdo ser realizados na
determinagdo quantitativa do flavonoide por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para o extrato do fruto de P. spruceanum.

278.8 nm

Absor¢do
N,

. ™ . .
Comprimento de ondas (em!')

Figura 2 - Varredura em espectrofotometria UV-Vis no comprimento de ondas critico entre 400 a 240 nm sobre
0 extrato hidroetandlico do exocarpo do fruto maduro de Protium spruceanum
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O ensaio antifingico a partir do extrato do
exocarpo do fruto de P. spruceanum sobre cepas de
Candida, demonstrou que a eficiéncia alta
sensibilidade é maior em maiores conc. sobre C.
guilliermondii (Figura 3), para C. tropicalis fica
claro que a acdo antifungica é dose dependente.
Para C. krusei foi observada discreta sensibilidade
apenas nas maiores concentracfes entre 500 e 250
mg mL™. O teste antifingico com C. albicans
demonstrou que essa levedura apresentou
resisténcia em todas as concentragfes nao sendo
possivel a verificacdo de inibicdo. Candida
albicans é a espécie de Candida oportunista em
individuos humanos imunossuprimidos e em
infeccbes hospitalares (Vieira e Santos, 2017).
Todos os resultados apresentaram diferenga
significativa entre o antifingico de referéncia e as
dosagens do extrato conforme teste de Duncan p <
5%. Quando comparado ao antifingico de
referéncia, as cepas de Candida ainda apresentam
alta sensibilidade.

De acordo com Vieira e Santos (2017) e Lopez-
Avila et al. (2016), as principais espécies de
interesse clinico e epidemioldgico séo: C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
krusei. Os pesquisadores ainda complementam que,
nos surtos de Candidiase s&o observadas diferentes
manifestaces clinicas desde cutanea a quadros
mais severos e altamente perigosos observados na
forma de candidiase invasiva e sisttmica. Embora

28,60

0s agentes antifungicos apresentem boa eficicia na
inibicio desses fungos patoldgicos, 0 uso
concomitante e continuo de drogas antifingicas,
vem promovendo o0 aparecimento de cepas
resistentes principalmente para Anfotericina B,
Fluconazol, Caspofungina e Azdis (Quintero, 2010;
Lopez-Avila et al., 2016; Vieira e Santos, 2017).

De acordo com Rodrigues e Wrangham (1993),
os frutos de Protium sp., sdo utilizados entre os
macacos para curarem infecgdes oportunistas
causadas por fungos. Varios estudos com extratos
vegetais apresentam resultados promissores na
inibicdo de diferentes cepas de Candida. Além da
atividade antifangica em fungos promotores de
patologias em animais e humanos, os extratos,
Oleos essenciais e Oleos-resinas de Protium
proporcionam atividade antifingica em especies
fitopatologicas como descrito no estudo de
Carvajal, Alvarez e Sorio (2016) a partir do 6leo
essencial de P. colombianum com potencial
atividade antiflngica sobre isolados de Fusarium
(F. oxysporum e F. solani). No estudo de Silva et
al. (2013) foi observado inibi¢cdo na concentragdo
minima inibitéria (CMI) de 1,25 mg mL™ para o
6leo essencial de breu preto (Protium spp.) sobre
isolado de C. albicans. Bandeira et al. (2006)
também observaram que o dleo essencial da resina
de Protium heptaphyllum apresentou atividade
fingistatica sobre C. albicans.
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Figura 3 - Atividade antifungica do extrato hidroetanélico do exocarpo do fruto de Protium spruceanum sobre
Candida. Letras diferentes apresentam diferenca estatistica entre o antifngico de referéncia e as dosagens do

extrato pelo teste de Duncan (p < 5%)

O extrato hidroetandlico apresntou alto potencial
de inibi¢cdo bacteriana sobre S. aureus entre as

concentragdes 500-31,5 mg mL? e para E. coli
entre as concentragdes 500-15,62 mg mL™* (Figura

© 2022 Journal of Biotechnology and Biodiversity
ISSN: 2179-4804
DOI: https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v10nl.menezes

40


https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v10n1.menezes

Menezes Filho / Journal of Biotechnology and Biodiversity / v.10 n.1 (2022) 034-043

4). Estatisticamente, ambas as cepas demonstraram
ser sensiveis ao extrato bruto do exocarpo do fruto.
Ainda quando comparado aos antibacterianos de
referéncia Ciprofloxacina e Azitromicina (500 mg
mL?) antibi6ticos de amplo espectro, o extrato nas
maiores concentragdes entre 500-125 mg mL™ ndo
diferiram entre si pelo teste de Duncan.

Discreta inibicdo foi observada em S. serovar
Enteritidis que diferiu entre os antibidticos de
referéncia mesmo na maior concentracdo de
extrato. No entanto, demonstrou eficacia podendo
ser administrado em conjunto com antibioticos
avaliados proporcionando o sinergismo entre as
moléculas, embora seja necessario novos estudos
sobre essa administracdo de doses in vitro. Para S.
serovar Typhymurium nao foi possivel verificar
inibicdo antibacteriana em nenhuma das doses,
demonstrando ser ineficaz. Entretanto, ambos o0s
antibidticos de referéncia, ainda apresentam alta
eficacia de inibicdo para essa cepa.

Outros estudos demonstram o importante efeito
biolégico de P. spruceanum como no estudo de

300 1
250 1

200 1

~
-]
et

(mm)

Halo de inibicao em

Amparo et al. (2017) com o extrato etandlico dos
galhos de P. spruceanum com boa eficacia sobre
zonas de inibicdo superiores a 10 mm em 19
bactérias patogénicas sendo este, um extrato com
alto potencial bacteriostatico. Silva et al. (2013)
observaram sensibilidade embora discreta, sobre
Mycobacterium tuberculosis na concentracdo de
100 pug mL* a partir do 6leo essencial da resina do
breu preto (Protium spp.). Os pesquiadores ainda
observaram baixa atividade de inibicdo sobre S.
aureus e E. coli avaliando tanto o 6leo essencial do
breu preto quanto do breu branco de Protium.
Bandeira et al. (2006) também observaram
atividade antibacteriana sobre S. aureus e E. coli
utilizando o Oleo essencial da resina de P.
heptahyllum. Algumas espécies de Protium sp.,
produtoras de 6leo essencial também apresentam
interessantes valores de inibicdo de crescimento
sobre S. aureus Rosenbach., Mycobacterium
smegmatis Trevisan. e para Bacillus subtilis
Ehrenberg. (Carvajal et al., 2016).
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Figure 4 - Atividade antibacteriana do extrato hidroetandlico do exocarpo do fruto maduro de Protium
spruceanum sobre Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus.
Letras diferentes apresentam diferenca estatistica entre o antifungico de referéncia e as dosagens do extrato

pelo teste de Duncan (p < 5%)

CONCLUSAO

O extrato hidroetandlico de  Protium
spruceanum exibiu grande nimero de grupos de
fitomoléculas no ensaio de prospeccédo qualitativa,
além disso, importante rendimento de extrato bruto,
bem como atividade fotoprotetora sobre a fonte
energética UVC e exepcional atividade antifungica

sobre Candida guilliermondii e antibacteriana
sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Estudos futuros deverdo ser realizados avaliando
quantitativamente os grupos de fitomoléculas no
extrato do exocarpo do fruto de P. spruceanum por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem como,
avaliar novos grupos de agentes flngicos e
bacterianos.
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INFO ABSTRACT
Keywords Bioeconomic analysis of the cost-effectiveness of two FTAI protocols used in Zebu cows. The objective
bovine was to evaluate the economic viability of two experiments carried out in 2019 and 2020, in which the
investment first experiment (P1) evaluated the effect of additional dose of PGF20 and the second (P2) the effect of
economic viability the association of butaphosphan and cyanocobalamin, on Pregnancy rate of beef cows submitted to

Fixed-Time Artificial Insemination (FTAI). For the calculations, the fixed and random costs of the
practice were considered, in reais (R$), practiced in the region of Araguaina-TO on 05/13/2021.
Financial analyzes were performed using Microsoft Excel® considering 100 cows per treatment in each
experiment. It was verified, in both experiments, that the treated groups had higher costs per FTAI (R$:
63.98 and 67.58) compared to the control (R$: 60.58 and 60.58) for P1 and P2 respectively, with lower
cost per pregnancy (R$: 95.97 and 110.26) compared to control (R$: 146.58 and 133.29) resulting in
better returns and economic viability. In the comparison between the protocols (P1 and P2), P1 had a
net income of R$12,853.35 and an investment in the FTAI cost of R$360.00. However, although there
is a financial difference in this simulation, the choice for one or the other experimental protocol must
be made considering the needs of the herd, and both FTAI protocols had increases in zootechnical
indices and financial results compared to the control.

RESUMO
Palavras-chaves O objetivo foi avaliar a viabilidade econdmica de dois experimentos realizados nos anos de 2019 e
bovino 2020, em que o primeiro experimento (P1) avaliou o efeito de dose adicional de Prostaglandina
investimento (PGF2a) e o segundo (P2) o efeito da associagdo de butafosfan e cianocobalamina, na taxa de prenhez
viabilidade econdmica de vacas de corte submetidas a inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF). Para os célculos foram

considerados os custos fixos e aleatdrios da pratica, em reais (R$), praticados na regido de Araguaina-
TO em 13/05/2021. As analises financeiras foram realizadas pelo Microsoft Excel® considerando 100
vacas por tratamento de cada experimento. Foi verificado, em ambos o0s experimentos, que 0S grupos
tratados tiveram maiores custos por IATF (R$: 63,98 e 67,58) em relacdo ao controle (R$: 60,58 e
60,58) para 0 P1 e P2 respectivamente, com menor custo por prenhez (R$: 95,97 e 110,26) em relagéo
ao controle (R$: 146,58 e 133,29) resultando em melhor retorno e viabilidade econémica. Na compa-
racdo entre os protocolos (P1 e P2), P1 teve uma receita liquida de R$ 12. 853,35 e um investimento
no custo de IATF de R$ 360,00. Entretanto, apesar de haver diferenca financeira nessa simulagéo, a
escolha por um ou outro protocolo deve ser tomada considerando a necessidade do rebanho, sendo que
ambos os protocolos de IATF experimentais tiveram incrementos nos indices zootécnicos e resultados
financeiros em comparacédo ao controle.
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INTRODUCAO

A atual situacdo econémica da pecuéria mundial
exige alta produtividade como garantia de retorno
do capital investido a médios e curtos prazos. A
reproducdo é um dos principais alicerces da cadeia
reprodutiva e sua eficiéncia deve ser controlada de
perto para garantir uma boa taxa de desfrute com
alto retorno financeiro (Morais et al., 2019).

A demanda por produto de qualidade e
seguranca, instiga a procura por novas estratégias
produtivas e reprodutivas para que a pecuéria de
corte atenda essa demanda com alto retorno
financeiro (Nogueira et al., 2017). Sendo assim,
estudar e buscar novas estratégias reprodutivas que
garantam maior retorno econdmico da atividade
tem se tornado cada dia mais frequentes e um
grande desafio a ser alcangado.

Existe uma variedade de protocolos disponiveis
no mercado, estes sdo adaptados a medida que
surgem novos conhecimentos e necessidades na
area. Atualmente, algo que muito vem se discutindo
é a respeito das estratégias reprodutivas com adicao
de farmacos e/ou substancias nos protocolos de
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF),
uma vez que podem proporcionar um incremento
significativo nos indices reprodutivos e reducao do
intervalo de geragdes, porém aumentam oS custos
financeiros, sendo necessario estudar a viabilidade
econdmica dessas estratégias em cada sistema
produtivo.

O mercado de Inseminacgdo Artificial (IA) no
Brasil vem crescendo em ritmo acelerado nos
altimos anos, s6 em 2020 foram vendidas para o
mercado interno 23.670.906 doses de sémen em
gue 89,8% (21.255.375 protocolos) foram
realizadas com IATF, representando um
crescimento de 29,7% em relacdo ao ano anterior
(Baruselli, 2021). Entretanto, a taxa de prenhez
média ainda é de 51,8% e possui grandes variacoes
(Zoetis Brasil, 2019).

Com isso, varias estratégias veem sendo
desenvolvidas para manipular as taxas de
concepgdo em vacas de corte e leite. Dentre elas,
estdo a utilizacdo de progesterona exdgena apos a
IA (Moreira et al., 2020; Plugliesi et al., 2016),
utilizacdo de dose adicional de prostaglandina F2a
(Ferreira et al., 2020; Rodrigues et al., 2017) ou
hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH)

(Madureira et al., 2020), além de componentes
vitaminicos e minerais (Lima et al., 2017; Souza et
al., 2014).

Uma propriedade rural deve ser vista como uma
empresa, a qual é necessario investimentos em
diversas areas, como sanidade, reproducdo,
nutricio e pastagens, afim de alcangar bons
resultados produtivos (Graf, 2016). Portanto, a
utilizacdo de suplementos em protocolos de IATF
deve ser feita pensando-se ndo s6 no preco dos
produtos, mas sim nos beneficios dos mesmos para
a producdo final, num raciocinio onde o
custo/beneficio é o ponto principal.

Diante ao exposto, o objetivo do presente
trabalho é analisar a relacéo custo-beneficio de dois
protocolos de IATF, aplicados no Estado do
Tocantins, em trabalhos desenvolvidos pelo Nucleo
de Estudos, Pesquisa e Extensdo em Genética e
Melhoramento Animal (NAPGEM) da
Universidade Federal do Tocantins, através da
analise bioecondmica.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho é um estudo de caso sobre a
relagdo custo-beneficio de dois protocolos de
IATF. As informagBes utilizadas na andlise
econdmica foram simuladas com base nos
resultados obtidos em dois experimentos, que no
seu desenvolvimento apresentaram diferenca
significativa (P>0,05) entre os tratamentos. Esses
experimentos foram realizados pelo NAPGEM do
Campus de Araguaina da Universidade Federal do
Tocantins, nos anos de 2019 e 2020.

O primeiro artigo (Ferreira et al., 2020),
realizado no ano de 2019, teve como objetivo
avaliar o efeito de dose adicional de PGF2a no D9
(Figura 1) sobre a taxa de concepgdo de vacas de
corte. No segundo artigo (Rodrigues et al., 2020), o
objetivo foi avaliar o efeito da suplementacdo
mineral vitaminica injetavel de fosforo e vitamina
B12 (Catofés B12, JA Saude animal, SP, Brasil)
(Figura 2) na taxa de concepgdo de fémeas bovinas
da raga Nelore. A partir dos dados desses trabalhos
foi realizada uma simulacdo para avaliagdo
econbmica dos protocolos utilizados,
considerando-se o0s precos dos produtos utilizados
na IATF e méo de obra, com base no mercado local.
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Fonte: Ferreira et al. (2020) adaptado.

Figura 1 - Protocolo de TATF utilizado no experimento: Efeito de dose adicional de pgf2a sobre a taxa de
gestacdo de fémeas bovinas Nelore submetidas a IATF. BE= Benzoato de estradiol; CP= Cipionato de
estradiol; eCG= Gonadotrofina coridnica equina

Placebo ou -
. 0
Catofds B12® cP
BE eCG TATF
IMPLANTE DE P4
|
Do D& D10

Fonte: Rodrigues et al. (2020) adaptado.
Figura 2 - Protocolo de IATF utilizado no experimento: Combinacdo do butafosfan associado a
cianocobalamina no incremento da fertilidade em fémeas zebuinas

Os custos com sémen, inseminador e de foram considerados com base no mercado de

manutengdo da vaca, bem como o0s precos
utilizados no comercio dos bezerros, foram
considerados como fixos, sendo considerada uma
média geral comum para todos os experimentos.
Assim, na analise econdmica dos diferentes
protocolos foram considerados os custos fixos e
variaveis.

Os custos dos produtos utilizados para a IATF

Araguaina-TO, para tal foi realizado pesquisa de
precos dos produtos nas lojas agropecuérias da
cidade nos meses de abril e maio de 2021,
posteriormente foi calculado a média de prego
desses produtos (Tabela 1) e com esses valores
foram realizados os céalculos financeiros para o
custo da IATF, custo total para IATF e custo por
prenhez.

Tabela 1 - Preco dos produtos e servigos utilizados na IATF para base da analise bioecondmica.

Produto Unidade Custo/dose/animal
Implante P4* Unidade 6,67
BE* ml 0,80
CP* ml 0,76
PGF2a mi 3,40
eCG* mi 11,45
Catofos B12* ml 7,00
Mao de obra: Inseminacéo Animal 14,00
Bainha de IA Unidade 0,50
Custo mensal da vaca Vaca 50,00
Sémen Dose 23,00

*BE= Benzoato de estradiol; Catofés B12= Produto comercial a base da associa¢do de Cianocobalamina e Butafosfan; CP= Cipionato de
estradiol; eCG= Gonadotrofina coridnica equina; P4= Progesterona.
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Para os calculos financeiros foram utilizados as
seguintes férmulas e preco da venda de animais
desmamados:

a) Custo da IATF = Protocolo hormonal +

Mao de obra inseminador + Sémen + Bainha de IA +
produto testado

b) Custo total da IATF =

Custo da IATF x N° de fémeas na IATF

c) Custode prenhez =

Custo total da IATF
ustototarda /N° de fémeas prenhas

Para o célculo das perdas de bezerros, da
gestacdo até o nascimento, utilizou-se como
referencia os valores reportados por Sa (1991) e
Corréa et al. (2001), considerando-se 4% para
perdas gestacionais até os 30 dias, € 2,2% de mortes
de bezerros do nascimento até a desmama. Com
base nesses indices estabeleceu-se uma taxa de
6,11% para perdas (ou mortes) da concepgdo ao
desmame. Para entendimento do célculo (6,11%),
exemplificamos, (Vacas prenhas aos 30 dias ap6s a
IATF — 4% = NuUmero de bezerros nascidos; e
NUmero de bezerros nascidos — 2,2% = Numero de
bezerros desmamados. Assim, considerando a taxa
total estabeleceu-se  6,11%. Também foi
considerado dimorfismo sexual entre os bezerros,
com 50% de nascimento para ambos 0S SEX0S
(Macho e fémea). Quando o nimero vacas prenhas
aos 30 dias e bezerros desmamados obtidos foi
valor decimal, o resultado foi arredondado para o
menor valor, desconsiderando o valor decimal e
considerando apenas o valor inteiro.

Para o calculo do retorno financeiro com a venda
dos bezerros, os precos dos bezerros foram
considerados com base nas tabelas de projecéo
estipulados pela Scot Consultoria no més de maio

de 2021 para 0 mercado da regido norte do
Tocantins
(https://www.scotconsultoria.com.br/busca/cota%
C3%A7%C3%A30%20d0%20bezerro/).

a) Perdas de bezerros (Morte embrionadria + Aborto +
Morte de bezerro do nascimento a desmama) =
N° de fémeas prenhas x 6,11%

b) Prego do bezerro desmamado (Macho 180 kg - R$ 15,00/
Kg) = R$2.700,00
c) Precoda bezerra desmamado (Fémea 165 kg - R$ 14,33/
Kg) = R$2.364,45

Em vista do nimero distintos de animais por
tratamento e experimento, foi considerado 100
fémeas bovinas por tratamento de cada
experimento para ser possivel realizar uma
simulacdo  financeira e comparacdo  dos
experimentos. Com base nos valores levantados,
foi realizado o calculo do lucro liguido pela
diferenca entre as receitas e despesas envolvida nos
processos, e realizada a comparacdo entre lucros
liquidos dos tratamentos para cada experimento
realizado. Os célculos foram realizados no
programa Microsoft Excel®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos os experimentos foi observado que o
grupo tratado com o aditivo obteve melhores taxa
de prenhez em relacéo ao grupo controle (P<0,05)
(Tabela 2). Dessa forma, a utilizagdo de aditivos em
protocolos de IATF tendem a aumentar 0s
resultados, porém é importante que o técnico avalie
as condicOes e necessidades de cada rebanho para
optar pela estratégia adequada para o incremento da
fertilidade dos animais daquele rebanho.

Tabela 2 - Taxa de Concepcdo em fémeas bovinas submetidas a IATF nos experimentos realizados pelo

NAPGEM/UFT

Efeito de dose adicional de PGF2* alfa sobre a taxa de concepcdo de vacas de corte

Positivo (%)

Negativo (%)

Tratamento 1
Tratamento 2 (Controle)

66,677 33,33
41,33 58,67

Combinacédo do butafosfan associado a cianocobalamina no incremento da fertilidade em fémeas zebuinas

Positivo (%)

Negativo (%)

Tratamento 1
Tratamento 2 (Controle)

61,29% 38,71
45,45P 54,55

*PGF2 alfa= Prostaglandina. Fonte: Ferreira et al. (2020) e Rodrigues et al. (2020).

A variabilidade na taxa de prenhez evidenciada
nos estudos foi de 25,34 pontos percentuais para o
protocolo com dose adicional de PGF2a (P1) e de
15,84 pontos percentuais para o protocolo com a
associagédo butafosfan e cianocobalamina (P2), em
relacio a taxa do grupo controle de cada
experimento. Se fosse possivel, uma comparacao
entre os tratamentos com melhores resultados, uma

vez que 0s animais, tempo e espaco sdo diferentes,
observa-se uma amplitude de 9,5% entre as taxas
de prenhez. Devido a diversidade de protocolos
existentes no mercado, a escolha de qual é o mais
adequado para a propriedade deve ser baseada em
inimeros  fatores, dentre eles a relacdo
beneficio/custo (Dickson et al., 2012; Gottschall e
Silva, 2014).
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O resumo financeiro dos protocolos aplicados
neste trabalho estd apresentado na tabela 3. Pelos
resultados, a utilizagdo de ambos os protocolos (P1
e P2), analisando-os isoladamente, apresentam uma
vantagem econdmica em relagdo ao grupo controle,
pois a taxa de concepgéo foi maior, e segundo as
analises o numero de bezerros desmamados é
superior em relacdo ao grupo controle, favorecendo
assim um retorno econdmico maior.

Entretanto, comparando-se 0s custos e as

receitas aplicadas a cada experimento verificou-se
que o experimento P1 foi mais rentavel que o P2,
com uma producdo a mais de cinco bezerros (02
bezerros machos e 03 fémeas) desmamados,
garantindo uma receita liquida de R$ 12. 853,35.
Outrossim, o0 investimento com o protocolo
utilizado no experimento P1 foi de R$ 360,00
menor que o do P2, sendo, portanto, um
investimento mais barato e maior retorno
econdmico.

Tabela 3 - Resumo Financeiro da andlise bioecondmica das simulagfes de IATF, segundo os protocolos

utilizados, e as Receitas na producéo de bezerros

Experimento: Efeito de dose adicional de PGF2a sobre a taxa de concepc¢io de vacas de corte (P1)

Tl T2
Custo IATF/Animal R$ 63,98 R$ 60,58
Custo total IATF R$ 6.398,00 R$ 6.058,00
Quantidade de prenhez (30D) 66 41
Custo por prenhez R$ 95,97 R$ 146,58
Perdas gestacionais + morte de bezerros até a desmama 4 3
N° de bezerros desmamados 62 38
N° de bezerros desmamados (M) 31 19
Valor do bezerro Macho R$ 2.700,00 R$ 2.700,00
Receita da venda de bezerros (M) R$ 83.700,00 R$ 51.300,00
N° de bezerros desmamadas (F) 31 19
Valor da bezerra Fémea R$ 2.364,45 R$ 2.364,45
Receita da venda das bezerras (F) R$ 73.297,95 R$ 44.924,55
Receita Bruta R$ 156.997,95 R$ 96.224,55
Receita liquida R$ 150.599,95 R$ 90.166,55

Experimento: Combinag&o do butafosfan associado a cianocobalamina no incremento da fertilidade em fémeas

zebuinas (P2)

T1 T2
Custo IATF/Animal R$ 67,58 R$ 60,58
Custo total IATF R$ 6.758,00 R$ 6.058,00
Quantidade de prenhez (30D) 61 45
Custo por prenhez R$ 110,26 R$ 133,29
Perdas gestacionais + morte de bezerros até a desmama 4 3
N° de bezerros desmamados 57 42
N° de bezerros desmamados (M) 29 21
Valor do bezerro Macho R$ 2.700,00 R$ 2.700,00
Receita da venda de bezerros (M) R$ 78.300,00 R$ 56.700,00
N° de bezerros desmamadas (F) 28 21
Valor da bezerra Fémea R$ 2.364,45 R$ 2.364,45
Receita da venda das bezerras (F) R$ 66.204,60 R$ 49.653,45
Receita Bruta R$ 144.504,60 R$ 106.353,45
Receita liquida R$ 137.746,60 R$ 100.295,45

Além disso, outras questBes devem ser levadas
em consideracdo ao custo beneficio de cada
protocolo adotado, pois ha ganhos indiretos que
geralmente ndo sdo observados. Dentre estes, esta
0 custo mensal do menor nimero de vacas nao
prenhas na 1° IATF, producdo de maior quantidade
de bezerros nascidos na primeira IATF que
geralmente corresponde a melhor época de
nascimento do bezerro, que interfere diretamente
no peso a desmama. Ademais, em propriedades que

realizam a ressincronizacdo das vacas vazias da 1°
IATF, ainda ha o0 ganho com o0 menor investimento
com o custo total do protocolo de 2° IATF do lote,
pois haveria menor nimero de vacas para
ressincronizar.

Considerando que o P2 tem maior quantidade de
vacas a ressincronizar e que as mesmas V&o
emprenhar na ressincronizacdo, pode-se sugerir
que 0 mesmo teve um custo adicional de R$ 250,00
reais (5 vacas * R$ 50,00 custo mensal) devido a
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permanéncia de um més a mais na propriedade
como ndo gestante e deixaram de produzir pelo
menos cinco (05) bezerros ao longo de 10 anos de
vida reprodutiva em comparacdo ao P1, pois,
segundo Baruselli (2009) cada més que uma vaca
fica vazia na propriedade resulta no aumento do
intervalo de partos e diminuicdo da produgéo de um
(01) bezerro ao longo de 10 anos de vida
reprodutiva.

Outro beneficio da antecipagdo da prenhez das
vacas é a maior taxa de prenhez ao termino da
estacdo de monta (EM) devido ao maior periodo
que a mesma esta na estacéo de monta e tempo para
se recuperar do parto e voltar a atividade
reprodutiva (Sonohata et al., 2013). Entretanto,
essa comparacdo pode ndo se enquadrar nas
propriedades que ndo possuem estacdo de monta
definida e que as vacas fiquem com o touro até o
desmame do bezerro.

O peso a desmama dos bezerros é outro indice
gue pode ser beneficiado pela antecipacdo da
prenhez, pois bezerros nascidos no inicio da estacdo
de nascimento tém menor desafio sanitario e
imunolégico, e as vacas lactantes tem maior
periodo de oferta de alimentos, proporcionando boa
producdo de leite e bezerros com desempenho
satisfatorio na desmama (Santos et al., 2019;
Queiroz et al., 2019).

O peso a desmama dos bezerros pode variar de
0,84 a 7,42 kg na comparacdo de um més para outro
(Sonohata et al., 2013; Queiroz et al., 2019). Com
isso, considerando que na ressincronizacdo as 5
vacas ficariam gestantes, o nimero de prenhezes
apos a 2° IATF seria igual e a diferenca entre o0s
meses de 3 kg e a antecipacdo de um més de
prenhez das 5 vacas na 1° IATF, haveria 15 kg a
mais de bezerros desmamados no Pl em
comparacao ao P2.

Entretanto, apesar da PGF2a ter apresentado
melhores resultados ndo é possivel afirmar que essa
ferramenta é melhor que a associacdo da
cianocobalamina com butafosfan, pois ambos
experimentos tiveram condigdes de rebanho,
propriedade e tempo distintos, mas ambas as
estratégias foram mais eficientes que o grupo
controle. Além disso, por ser realizada apenas
algumas simulacdes financeiras é possivel fazer tais
comparacdes feitas anteriormente.

Outrossim, é recomendado avaliar qual a
necessidade do rebanho, pois em rebanhos que as
condicbes de manejo ndo estressante e
suplementagdo mineral estiverem atendidas
adequadamente é recomendado utilizar a dose
adicional de PGF2q, ja em propriedades em que a
suplementagdo mineral do rebanho ndo estiver
atendida e que a realizacdo de um manejo a mais
dos animais no curral ndo ser possivel, é

recomendado realizar administrar a associagdo da
butafosfan com cianocobalamina.

Na comparacéo do grupo controle com o testado
de cada experimento, o grupo testado sempre teve
um maior investimento, porém teve melhores
retornos econémicos com diminuicdo do custo da
prenhez, maior producao de bezerros desmamado e
nascido na época de melhor condigdo, menor
intervalo de parto das vacas e nimero de vacas
vazias que resultam em menor custo, bem como
uma receita liquida maior.

CONCLUSOES

A modificacéo do protocolo de IATF, seja pela
dose adicional de PGF2a e/ou suplementagdo com
Bustafosfan + Cianocobalamina, mostraram-se
eficientes na rentabilidade econbmica+. A
modificagdo do protocolo de IATF apresenta uma
vantagem econdémica em relacdo ao grupo controle,
pois a taxa de concepcdo foi maior, bem como o
nimero de bezerros desmamados, favorecendo
assim um retorno econdmico maior. O protocolo
com PGF2a mostrou-se com maior rentabilidade e
lucro liquido comparado ao protocolo com
Cianocobalamina + Bustafosfan.
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ABSTRACT

Keywords
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Germination of seeds of Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose in substrate containing agro-industrial
residues. Agriculture has a great influence on the economy of Rondénia, but the sector generates residues
that can have different destinations. And a promising alternative for the final destination of these residues is
their use as substrates, thus minimizing social, economic and environmental impacts. The objective of this
work was to evaluate the substrates obtained from different concentrations of agro-industrial residues, in the
germination of Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose. The design used was a randomized blocks,
five treatments and four replications. The treatments resulted in different combinations of sand and
agroindustrial residue: T1 — 0%:100% (control); T2 - 75%:25%; T3 - 50%:50%; T4 - 25%: 75%; and T5 -
0%:100%. The germination percentage (G%) was evaluated daily and, after germination stabilization at 27
days, the germination speed index (IVG), mean germination time (TMG) and mean germination speed
(VMG) were calculated of seeds and germination means were submitted to normality tests, homogeneity at
5% significance and analysis of variance to Tukey test (P > 0.95). The germination percentage ranged from
9% to 71%, and 100% seed health and absence of abnormal seedlings were verified. It was found that
treatment 2 showed a significant difference between the other treatments, the substrate with the best results
was T2 (G% = 71%; IVG =11; TMG = 17 days; VMG = 0.0606 seeds.day-1 ). The substrate with 25%
residues + 75% sand stood out from the other treatments, resulting in the best ones, resulting in better
germination.

RESUMO

Palavras-chaves
uso alternativo
impacto social
ambiental
agropecuaria

A agricultura tem grande influéncia na economia rondoniense, mas o setor gera residuos que podem ter dife-
rentes destinagBes. E uma alternativa promissora para o destino final desses residuos é o seu uso como subs-
tratos, minimizando assim impactos social, econémico e ambiental. O objetivo do trabalho foi avaliar os
substratos obtidos a partir de diferentes concentragGes residuos agroindustriais, na germinagao de Handroan-
thus serratifolius (Vahl) S. O. Grose. O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, cinco tratamen-
tos e quatro repeticOes. Os tratamentos resultaram em diferentes combinagdes de areia e residuo agroindus-
trial: T1 — 0%:100% (testemunha); T2 — 75%:25%; T3 — 50%:50 %; T4 — 25%:75%; e T5 — 0%:100%.
Diariamente, foi avaliada a porcentagem de germinacao (G%) e, apés a estabilizagdo da germinagdo aos 27
dias, foram calculados o indice de velocidade de germinagdo (IVG), tempo médio de germinacdo (TMG) e
velocidade média de germinagdo (VMG) das sementes e as médias de germinagdo foram submetidas aos
testes normalidade, homogeneidade a 5% de significancia e analise de varidncia ao teste de Tukey (P >0,95).
A porcentagem de germinagdo variou de 9% a 71%, e foi verificado 100% de sanidade das sementes e au-
séncia de plantulas anormais. Verificou-se que o tratamento 2 apresentou diferenca significativa entre os
demais tratamentos, o substrato com os melhores resultados foi 0 T2 (G% = 71%; IVG =11; TMG = 17 dias;
VMG = 0,0606 sementes.dia-1). O substrato com 25% residuos + 75% areia destacou-se dos demais trata-
mentos, resultando nos melhores resultando na melhor germinagao.
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INTRODUCAO

A espécie Handroanthus serratifolius (Vahl) S.
O. Grose, popularmente conhecido como Ipé-
amarelo, pertence a familia Bignoniaceae e ao
clado aliangca Tabebuia, encontra-se inserida na
ordem Lamiales. Estende-se nos dominios
fitogeograficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Pantanal, e Mata atlantica. E uma espécie arborea
decidua, heliéfila normalmente encontradas em
areas de borda ou isoladas em &reas abertas como
pastagens, podendo alcancar alturas entre 5 e 30
metros, e usualmente alcancam posicao de dossel
superior ou emergente em floresta primérias ou
secundarias (Lorenzi, 1992; APG 1V, 2016).

Apresenta-se como uma das espécies com 0
maior valor de mercado entre as espécies
legalmente comercializadas na regido e apresenta
potencial para fitorremediacdo de  solos
moderadamente contaminados ( Paiva et al., 2003;
Dutra et al., 2017). Nos ultimos anos tém-se
verificado uma grande falta destas espécies em
areas de sua ocorréncia natural, devido a extracao
predatdria de sua madeira, em conjunto com o
desmatamento e incéndios. Tais préaticas envolvem
um impacto ambiental muito grande, devido a
descaracterizagdo dos fragmentos  originais
(Monteiro et al., 2005; Pacheco et al., 2006).

Por conseguinte, estudos a respeito de sua
propagacdo, aspectos comportamentais e geracao
de protocolos para uso em trabalhos de recuperacao
de ecossistemas florestais e de paisagismo séo
vitais para a conservacao da espécie. (Schulze et al.,
2008; Lima et al. 2014). E visto que seu principal
método de propagacao € via seminal, é essencial
um bom manejo silvicultural, evitando assim a
ocorréncia de perdas e proporcionando uma alta
gualidade das mudas.

Na producdo de mudas em quantidade e
qualidade, o éxito ndo esta ligado unicamente a
espécie utilizada, e sim de um conjunto de fatores,
sendo a composicdo dos substratos um fator de
grande importancia, pois a germinacdo de
sementes, a iniciacdo radicular e o enraizamento
estdo diretamente ligados as caracteristicas
quimicas, fisicas e bioldgicas do substrato
(Caldeira et al., 1998; Caldeira et al., 2012).
Algumas caracteristicas desejaveis para um
substrato ideal sdo disponibilidade de aquisigdo na
regido, facilidade no transporte, baixo -custo,
auséncia de patégenos, riqueza de nutrientes e
condicBes adequadas ao crescimento da planta
(Silva e Pedroso et al., 2001).

Na producdo de mudas florestais € comumente
utilizado substratos constituidos de materiais
organicos que geralmente ndo sdo encontrados
abundantemente nas proximidades dos viveiros.
Evidenciando a importancia da reutilizagdo de

substratos alternativos e economicamente viaveis, e
0 uso de materiais alternativos para a producéo de
substratos tais como o0s residuos urbano e
agroindustrial.  Proporcionando  indiretamente,
beneficios ambientais pelo reaproveitamento e
destinacdo de residuos (Gongalves et al. 2000;
Baratta Junior, 2007).

O agronegdcio em Rondbénia tem avancado a

cada ano e possui vital importancia econémica no
estado, representando 21% no Produto Interno
Bruto (PIB) nacional em 2020, a agroindustria tem
participacdo de aproximadamente 5,9% no PIB
brasileiro, no beneficiamento, na transformacéo
dos produtos e no processamento de matérias-
primas provenientes da agropecuaria, promovendo
dessa forma maior integracdo do meio rural com a
economia de mercado (CNM, 2018; SEAGRI,
2020). Nos processos de obtencéo de seus produtos,
as industrias do setor normalmente geram residuos
dos quais podem ter diferentes tipos de destino, e a
sua utilizacdo na formag&o de substratos destinados
a producdo de mudas, essa tem sido frequentemente
citada na literatura nacional e internacional
(Galbiatti et al., 2007; Santos et al., 2013; Ribeiro
et al., 2007).
O seu reaproveitamento como componente de
substratos ou adubo organicos através da
compostagem, por conseguinte minimiza impactos
social, econdmico e ambiental. E desta forma,
diminui a utilizag&o de recursos naturais, reduzindo
seu acumulo, agregando valores e, contribuindo
com o desenvolvimento sustentavel (Rosa et al.,
2001; Rosa et al., 2002). Porém, notou-se escassez
de estudos que contemplam misturas desses
diversos residuos na composic¢do de substratos para
producdo de mudas.

Nesse contexto, estudos sobre a reutilizacdo
desses residuos na producdo de substratos para
mudas de espécies florestais contribuirdo para a
reducdo dos impactos ambientais, gerando uma
alternativa de renda para viveiristas e agricultores,
impulsionando assim projetos de reflorestamento e
recuperacdo de areas degradadas. Desta forma,
realizou-se este trabalho com o objetivo de avaliar
0s substratos obtidos a partir de diferentes
concentracdes de compostos organicos, oriundo de
residuos do agroindustriais, na germinacdo de
Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade
Federal de Ronddnia, Campus de Rolim de Moura,
realizado em casa de vegetacdo sob tela de
sombreamento de polietileno com 50% de
permeabilidade aos raios solares, anexo do
Laboratério de Recuperacdo de Ecossistemas e
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Producéo Florestal — REProFlor. O clima da regido,
de acordo com adaptacdo da classificacdo de
Kdppen, é do tipo Am (mong¢éo), com temperaturas
médias em torno de 26°C, precipitagdo anual média
de 2.300 mm e umidade relativa entre 80 e 90%
(Alvares et al., 2013).

Para instalagdo do experimento foi utilizado
residuos gerados de agroindustrias, composto
principalmente de residuo gerado em frigorificos de
bovinos (rimen) e curtume, restos vegetais, cinzas
de caldeira e serragem, palha de café, casca de
arroz, restos de madeira, casca de ovo, entre outros
compostos orgéanicos compostados. E para compor
o0s substratos foi utilizado areia do tipo grossa e
lavada, a qual foi peneirada (em peneira de aco com
malha de 3 mm) para retirada de impurezas e
espalhada sobre lona para solarizacéo por sete dias,
sendo diariamente revolvida.

O composto de residuos foi submetido a analise
gualitativa e quantitativa dos compostos, conforme
preconiza a Resolugdo CONAMA n° 375, de 29 de
agosto de 2006 (CONAMA, 2006), para isso
anterior ao experimento foram coletadas amostras
do residuo e enviados para laboratdrio particular
em Cuiaba-MT para a realizagdo dos testes.

Os frutos de H. serratifolius (Ipé amarelo)
utilizados foram coletadas 8 plantas matrizes no
Municipio de Rolim de Moura (RO), foram
coletados fechados e maduros e colocados em

ambiente arejado para secagem natural e para
extracdo das sementes, posteriormente foram
armazenadas em sacos de papel devidamente
identificadas e colocadas sob refrigeragéo de 8 °C
nas dependéncias do REProFlor.

Os tratamentos testados resultaram nas seguintes
proporcBes volumétricas de substrato: T1 —
(Testemunha), 100% areia; T2 — 75% areia + 25%
residuo agroindustrial; T3 — 50% areia + 50%
residuo agroindustrial; T4 — 25% areia + 75%
residuo agroindustrial; T5 - 100% residuo
agroindustrial. O delineamento utilizado foi o de
blocos casualizados, com quatro repeticbes e 56
sementes em cada repetigdo, totalizando 224
sementes por tratamento e 1.120 semente no total
do experimento. Cada bandeja foi dividida em dois
blocos, resultando em duas bandejas por tratamento
(Figura 1, A e B).

Para a realizacdo dos testes de germinacéo, foi
utilizado bandejas de polietileno, drenadas e de
dimensbes 60,8 cm x 40,7 cm x 9,4 cm, a
semeadura foi realizada manualmente, e a irrigagédo
ocorreu duas vezes ao dia com o auxilio de regador
comum de jardim, sem uma quantidade pré-
determinada. Também durante todo o experimento
foi realizado a limpeza manual das plantas daninhas
nas bandejas. N&o foi utilizado nenhum tipo de
adubagdo durante o experimento.

Fonte: Rolim de Moura (2018)

Figura 1 - Divisdo dos tratamentos, com dois blocos por bandejas com 56 sementes de Handroanthus
serratifolius (Vahl) S. O. Grose por bloco, totalizando duas bandejas por tratamentos. (A) - tratamento 1 (100%

areia); (B) - tratamento 5 (100% REAGRO).

Previamente a instalacdo do experimento, foi
determinado o teor de agua das sementes através do
método da estufa a 105+3 °C/24 h (Brasil, 2009),
utilizando-se seis sub amostras de 2 gramas cada. A

contagem de sementes germinadas foi realizada
diariamente até a estabilizacdo das germinacdes.
Foram consideradas como germinadas as plantulas
que emitiram um dos cotilédones (Figura 2, A e B).
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Fonte: Rolim de Moura (2018)

Figura 2 - Plantulas de Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose germinadas com 12 (A) e 25 (B) dias

apos o plantio, tratamento 2 - 75% areia + 25% REAGRO.

Foram avaliadas a porcentagem de germinacao
(G%) e a presenca de plantulas normais e anormais
(BRASIL, 2009). Apbés a estabilizacdo da
germinacdo, foi calculado o indice de velocidade de
germinagdo (IVG), tempo médio de germinacdo
(TMG) e velocidade média de germinacao (VMG)
das sementes, conforme formulas a seguir.

&n)

% =
6% 100

* 100

VMG =G

em que:
G% - germinagdo em percentagem;
IVG - indice de velocidade de germinacéo,
adimensional;
TMG - tempo médio de germinacdo, em dia;
VMG - velocidade média de germinacdo, em
sementes.dia!;
ni — nimero de sementes que germinaram no
tempo i;
ti — tempo apos instalacdo do experimento;
i = 2 em 2 dias até a estabilizacdo da
germinagao das sementes.

Apos a tabulacdo dos dados, foram construidas
curvas descritivas da germinacdo acumulada em
percentagem. Os dados foram inicialmente
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk a 5% de significancia e a modificacédo do teste
de Levene proposta por O’Neil e Mathews (2000)

a 5% de significAncia. Posteriormente, foram
submetidos ao modelo de anélise de variancia de
um delineamento de blocos casualizados (P > 0,95)
e, no caso de constatadas diferencas significativas,
ao teste de Tukey (P > 0,95). Para as analises
estatisticas foi utilizado o software R (R Core
Team, 2018), através do pacote ExpDes.pt (Ferreira
etal., 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da analise quimica das amostras do
residuo agroindustrial gerou 22 parametros (Tabela
1). Desses, seis encontravam-se em niveis ndo
quantificaveis (LQ), enquanto os demais atenderam
0s Requisitos Minimos de Qualidade do Lodo de
Esgoto ou Produto Derivado Destinado a
Agricultura, conforme art. 11 da Resolucdo
CONAMA n° 375, de 29 de agosto de 2006. Com
intuito de facilitar a comparacao das concentragdes
obtidas com os pardmetros da literatura, as
concentracdes encontradas foram convertidas para
mg.L?, considerando o volume de 1 kg da amostra
de 1,640 L.

Quanto a presenca de metais potencialmente
toxicos, ndo se encontram acima dos niveis
aceitaveis conforme a Resolu¢do do CONAMA n°
375/2006, ndo oferecendo risco ao meio ambiente.
E os resultados analiticos garantem a aptiddo do uso
do adubo em substratos na producdo florestal.
Substratos oriundos do processo de compostagem
dentre as caracteristicas desejaveis dos substratos,
pode destaca-se o custo, disponibilidade, teor de
nutrientes, capacidade de troca de cations,
esterilidade biol6gica, aeracdo, retencdo de
umidade, boa agregacdo as raizes e uniformidade
de estabelecimento (Nascimento, 2005).
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Tabela 1 - Pardmetros fisico-quimicos analisados em amostras do residuo agroindustrial utilizado para
caracterizar o substrato

Concentracdo maxima per- L
¢ P Resultados analiticos

Parametro Analisado Resultados analiticos

mitida pela Resolugéo

N°375/2006 CONAMA Convertidos

mg.kg? mg.L*?
Nitrogénio 4800 - 7,88
Fésforo? 30000 - 49,20
Potassio? 1300 - 2,13
Zinco 100 - 0,16
Cobre 0 1500 0,00
Manganés 600 - 0,98
Boro 1000 - 1,64
Calcio 43500 - 71,34
Enxofre3 2500 - 4,10
Magnésio 3000 - 4,92
Ferro 31900 - 52,32
Silicio 206300 - 338,33
Cadmio LQ* 39 LQ
Chumbo LQ 300 LQ
Niquel 6,5 420 10,66
MercUrio LQ - LQ
Nio6bio LQ - LQ
Molibdénio LQ - LQ
Cobalto LQ - LQ
Cromo 64,4 1000 105,62
Arsénio 1,87 41 3,07
Tantalo 3,32 - 5,44

*Elementos abaixo do limite de quantificagdo do metodo utilizado; LQ — Limite de quantificacdo do método analitico: 0,05 mg.kg?; V
P20s CNA+Agua - Pentoxido de difésforo solivel em agua, extrator citrato neutro de aménio e agua; # K20 - Oxido de potéssio; ¥ S - SO4

- fornecido na forma do fon sulfato

Os resultados também mostram que o0s
substratos compostos por residuo agroindustrial
possuem grande quantidade dos macros nutrientes,
gue sdo os elementos basicos necessarios em maior
volume as plantas, como: nitrogénio, fosforo,
potassio, calcio, magnésio e enxofre. O nitrogénio
e fésforo sdo nutrientes altamente requeridos nos
estadios iniciais das mudas, esses elementos
apresentaram concentracdes de 4.800 mg.kg™t e
30000 mg.kg?, respectivamente. O nitrogénio é
requerido para a sintese de clorofila e, como parte
da molécula da clorofila, esta altamente envolvido
no processo fotossintético; é um componente do
sistema enzimdtico, sendo essencial para a
formagdo de aminoacidos e proteinas das mudas
(Taiz e Zeiger, 2013). Ja o fosforo possui
importante papel na fotossintese, respiracéo,
armazenamento e transferéncia de energia como
parte do trifosfato de adenosina (ATP) (Dechen e
Nachtigall, 2007).

Os  micronutrientes  apresentaram-se  em
consideraveis concentracdes. Esses sdo requeridos
em quantidades pequenas e possuem grande
importancia para o crescimento, desenvolvimento e
reproducdo das plantas (Brown et al., 1987). O

niquel possui fungdo direta na germinacdo das
sementes e é essencial para as plantas, mas é
requerido em guantidades muito pequenas, pois em
altas concentragdes pode causar fitotoxidez (Neves
etal., 2007). A concentragdo de 0,05 mg.L-1 niquel
é adequada nos tecidos vegetais (Epstein e Bloom,
2006). Visto que, os substratos formulados com
100% Residuo agroindustrial (Tratamento 5)
possui a concentracdo de niquel de 10,66 mg.L?, e
a germinacgdo desse tratamento foi inferior quando
comparando aos demais tratamentos com menores
concentracbes de residuos (Figura 4), a
concentragdes de niquel pode ter causado toxidez
nas plantulas de H. serratifolius.

Tanto 0s macros quanto os micronutrientes séo
essenciais para 0 bom crescimento e
desenvolvimento das plantas, porém, estes devem
apresentar-se em equilibrio, uma vez que, em
excesso ou em falta podem prejudicar o
desenvolvimento ideal dos vegetais. Dois
elementos foram encontrados em concentragdes
relativamente altas: Silicio (338,33 mg.L?) e
Cromo (105,62 mg.L?).

O silicio possui efeito benéfico nas plantas,
aumentando a tolerancia delas & toxidez de
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manganés e ferro, aumentando o poder oxidantes
das raizes, além de contribuir no crescimento e na
produtividade das plantas (Dechen e Nachtigall,
2007). Plantas crescendo em ambiente rico em
silicio sdo mais resilientes ao ataque de organismos
patogénicos (Lima Filho et al., 1999; Epstein, 2001,
Neves, 2013).

Altas concentracbes de Cromo podem causar
distarbios a ultraestrutura dos cloroplastos e,
consequentemente, afetar o processo fotossintético
(Panda e Choudhury, 2005). Os sintomas de
toxicidade por Cromo sdo manifestados como
inibicdo do crescimento, clorose nas folhas jovens,
folhas pequenas de coloracdo vermelho-
amarronzada ou purpura, lesbes necréticas e
injurias nas raizes (Kabata-Pendias e Pendias,
2001). Entretanto, no presente estudo foi
encontrado em concentracdo abaixo do limite

80

60

40

20 -7

Germinacdo acumulada (%)

—o— T1-100% Areia
—+— T3-50% Areia + 50% REAGRO
—a— T5-100 REAGRO

Fonte: Rolim de Moura (2019)

considerado toxica.

O valor do teor de &gua das sementes de H.
serratifolius foi de 9,44%, e o processo de
germinagdo das sementes de H. serratifolius teve
inicio a partir do décimo primeiro dia apds a
semeadura (Figura 3), com porcentagem de
germinacdo minima de 9% e méxima de 71%. O
tratamento que proporcionou maior porcentagem
de germinagdo foi o com o tratamento 2, e se
manteve assim ao longo dos 63 dias de avaliacdo.
Em todos os tratamentos ocorreram germinacao e
foi verificado total sanidades das sementes de H.
serratifolius, também ndo houve presenca de
plantulas anormais. A estabilizagdo da germinacéo
ocorreu aos 27 dias, mesmo resultado relatado por
Machado et al. (2002) em estudo com H.
serratifolius, utilizando areia e papel como
substratos.

30 35 40 45 50 55 60

—@— T2- 75% Areia + 25% REAGRO
----- T4-25% Areia + 75% REAGRO

Figura 3 - Germinagdo de sementes de Handroanthus serratifolius (Vahl) S.0.Grose, semeadas em diferentes
composicOes de residuo agroindustrial, em casa de vegetagao

A porcentagem de germinacdo das sementes
variou entre os tratamentos, observa-se um
decréscimo nas porcentagens conforme aumenta —
se as concentracbes do residuo agroindustrial
tratamento 1 com 52%, tratamento 2 com 71%,
tratamento 3 46%, tratamento 4 24% e tratamento
5 com 9%. As baixas porcentagem de germinacao
dos tratamentos com maiores concentragfes de
residuo, pode estar atrelado aos altos valores de
macro e micronutrientes, como ja dito
anteriormente que o desequilibrio de suas
concentragcbes pode afetar a germinacdo das
plantas.

Os resultados do Indice de Velocidade de

Germinacdo (IVG), Tempo Médio de Germinagéao
(TMG) e Velocidade Média de Germinacao (VMG)
(Tabela 2) foram influenciado pelo substrato
utilizado, o substrato formulado com 25% de
residuo (tratamento 2) destacou-se dos demais
tratamentos e obteve os maiores resultados para
IVG, TMG e VMG evidenciando que esse substrato
proporcionou as melhores condi¢bes para a
germinacéo das sementes, seguido pelos substratos
com 100% areia (testemunha) e com 50% de
residuo (Tratamento 3). Os tratamentos com
maiores concentragdes de residuo foram os quais
resultaram em VG, TMG e VMG mais baixo, ou
seja, promoveram uma germinagao mais lenta.
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A areia é considerada um substrato indicado para pyramidalis Tul. (LIMA etal., 2011).

a germinagdo de muitas espécies florestais, como Os substratos compostos com areia e residuo
Handroanthus serratifolius (Vahl) S.0O.Grose agroindustrial em concentracGes menores que 50%
(Machado et al., 2002), Inga ingoides (RICH.) apresentarem-se promissores para a germinacao do
Willd. (Nascimento et al., 2011), Acacia longifolia H. serratifolius. Os residuos orgéanicos, quando
(Andrews) Willd. (Medeiros e Zanon, 1999), utilizados na composicao de substratos, promovem
Hymenaea courbaril L. var. Stilbocarpa (Pagliarini o crescimento dos organismos, melhoram o nivel de
et al., 2016), Myracrodruon urundeuva Allem&o fertilidade e aumentam a capacidade de troca de
LC (Guedes et al., 2011), Astronium concinnum cations, afetando diretamente a qualidade das
Schott (Souza et al., 2012) e Caesalpinia mudas (Knapik et al., 2005).

Tabela 2 - indice de Velocidade de Germinagéo (IVG), Tempo Médio (TMG) e Velocidade Média (VMG) de
germinacgéo de sementes Handroanthus serratifolius (Vahl) S.O.Grose semeadas em diferentes composi¢cfes
de residuos agroindustriais em casa de vegetacdo

- TMG VMG
Tratamentos Descricédo VG (Dias) (Sementes dias™)
1 100% Areia 7 18 0,0560
2 75% Areia + 25% REAGRO 11 17 0,0606
3 50% Areia + 50% REAGRO 6 17 0,0578
4 25% Areia + 75% REAGRO 3 19 0,0526
5 100% REAGRO 1 20 0,0500
Fonte: Rolim de Moura (2019)

De acordo com a modificacdo do teste de normais. Na avaliagdo entre as diferentes
Levene, p-valor 0,8267466 a 5% de significancia, composicGes de substratos para germinacdo de
as variancias do numero de germinacdo podem ser sementes de H. serratifolius, verifica-se que houve
consideradas homogéneas. E de acordo com o teste diferenca significativa a 5% de probabilidade entre
de Shapiro-Wilk, p-valor 0,6240166 a 5% de 0s tratamentos e os blocos (Tabela 3).

significancia, os residuos podem ser considerados

Tabela 3 - Andlise de variancia em relacdo média de germinacdo de sementes de Handroanthus serratifolius
(Vahl) S.0.Grose coletadas em julho de 2018 na Zona da Mata Rondoniense e semeadas em diferentes
composicOes de substratos em casa de vegetacdo

Variavel GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 4 2934,5 4 50,858 0,00000000
Bloco 3 93.4 3 2,158 0,14606
Residuo 12 173,1 2
Total 19 3201,0
Coeficiente de variacdo 16,88%

GL é graus de liberdade; SQ é soma de quadrados; QM ¢é quadrado médio; Fc é a estatistica do teste de Fisher-Snedecor.

As médias de germinacao das sementes variaram 50%, a absorcdo de agua € relativamente lenta.

de 5,00 a 39,50, verifica-se que o tratamento 2 com Durante os testes de germinacdo o substrato
25% de residuo apresentou a maior média ndo deve-se manter suficientemente umedecido, mas
apresentaram diferenga significativa entre 0s nunca envolvendo as sementes com uma pelicula
demais tratamentos. Além da presenca de metais de agua, que consequentemente pode restringir a
potencialmente tdxicos presentes nos substratos, respiracdo das mesmas. O excesso de dgua provoca
foi observado ao longo do experimento que 0s decréscimo na germinacao ao impedir a penetracao
substratos que continham maiores concentragdes do oxigénio e, desta forma, reduz todos os
do residuo agroindustrial apresentavam menor processos  metabolicos resultantes. O H.
absorcdo de agua, o que pode ter influenciando nas serratifolius prefere solos secos e bem drenados
baixas taxas de germinacdo. Os residuos sdo para germinar (Amaral, 1986; Lorenzi, 1992), solos
compostos predominantemente por residuos de com caracteristicas contrérias desfavorecem sua
frigorificos (rimem), e esse residuo apresentam germinacdo e desenvolvimento o que podem
elevado teor de umidade. Consequentemente, resultar em elevadas taxas de mortalidade.

guando utilizado o em concentra¢cdes maiores que
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Tabela 4 - Germinagdo media de sementes Handroanthus serratifolius (Vahl) S.0.Grose semeadas em
diferentes composicGes do adubo orgénico Vitalys® em casa de vegetacdo

Tratamento Descrigdo Germinagdo média*
1 100% Areia 39,50°
2 75% Areia + 25% REAGRO 29,00°
3 50% Areia + 50% REAGRO 25,75P
4 25% Areia + 75% REAGRO 13,25¢
5 100% REAGRO 5,00¢

*Meédias seguidas de mesma letra na linha nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Rolim de Moura (2019).

A formulacdo de substratos para producdo de
mudas com misturas de componentes facilita a
retencdo de agua pelo substrato, facilitando a
embebicdo da semente, 0 que torna a combinacao
de componentes em geral substrato mais eficientes
do que os isolados (Cogo et al., 2013). Porém, no
caso dos substratos testados com concentrages
superiores a 50% de residuos agroindustrial, a
combinagdo de componentes ndo promoveu ganhos
nas caracteristicas avaliadas.

Além dos fatores inerentes as sementes
dorméncia, inibidores e promotores da germinagé&o,
a germinacdo também é influenciada pelos fatores
externos como luz, temperatura, disponibilidade de
agua e oxigénio. A disponibilidade de oxigénio e
agua pelo substrato estd relacionada com sua
textura. Como os residuos agroindustrial, apresenta
uma textura mais grossa que pode ocasionar menor
retencdo de agua, ja o substrato formulado com as
contragdes 25% residuos agroindustrial + 75%
areia apresentou melhores condi¢bes para a
germinacdo das sementes de H. serratifolius,
promovendo a melhor disponibilidade de oxigénio
necessario para germinacao.

A area de contato das sementes com o substrato
umedecido é fundamental para o desenvolvimento
de plantulas mais vigorosas (Carvalho e Nakagawa,
2012). E por isso, a escolha do substrato ideal é de
grande importancia nos resultados do teste,
tornando imprescindivel a utilizagdo de um
material inerte que ndo influencie no
desenvolvimento das plantulas e favorega a
sustentabilidade da raiz e a baixa contaminacéo por
patégenos (Sena et al., 2010). O substrato ideal
deve proporcionar condigdes ideais para uma maior
taxa de germinacéo, favorecendo o crescimento das
raizes apresentando um equilibrio entre os seus
constituintes de forma a promover uma adequacao
em relagdo a macro e microporosidade,
proporcionando uma melhor disponibilidade de
agua e oxigénio (Goncalvez e Benedetti, 2000;
Ferreira et al., 2008).

Analisando-se a influéncia das diversas
propor¢fes propostas para composicdo de
substrato, o tratamento 2 (75% Areia + 25%
REAGRO) apresentou-se promissor. O substrato

originado dessa combinacdo demonstrou ser rico
em matéria organica, nutrientes e fornecedor de
agua e oxigénio de modo adequado para o bom
desempenho das sementes e caracterizando como
um promissor substrato para a germinacdo das
sementes de H. serratifolius. A partir dos resultados
é possivel inferir a viabilidade da utilizacdo de
residuos agroindustriais decompostos como
componente principal de substratos para a
producdo de mudas de H. serratifolius, e sua
utilizagdo no setor florestal.

CONCLUSAO

Os substratos formulados & base residuos
agroindustriais sdo promissores na germinacao H.
serratifolius, sendo que o substrato com 25% de
residuo agroindustria destacou-se dos demais
tratamentos, resultando nos maior Indice de
velocidade de germinacdo, melhor Tempo Médio
de germinacdo e maiores média de germinag&o.
Dessa forma pode-se destacar o potencial do uso
dos residuos agroindustriais para producdo de
mudas florestais para projetos de reflorestamento e
recuperacdo de areas degradadas, permitindo um
adequado destino a esses residuos, reduzindo
impactos ambientais.
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INFO ABSTRACT
Keywords Peacock bass fillet yield (Cichla cf. monoculus) Osteichthyes, Cichlidae in different head cuts.
processing Peacock bass (Cichla cf. monoculus), is a very popular fish for consumption, but there are few studies
filleting related to its processing and yield. Thus, the objective of this work was to evaluate the effect of cutting
morphometry the head on the morphometric parameters related to fillet yield. For this, 60 peacock bass were divided

and submitted to oblique and straight cut of the head. Morphometric characteristics and proximate
composition were investigated. The oblique cut of the head resulted in greater weight and yield of the
clean trunk and fillet with and without skin compared to the straight cut. As for residues, head yield
was more associated with straight cut, while weight and skin yield with the oblique cut. Regarding the
morphometric analysis, the height of the fish positively influences the fillet yield, while the proximate
composition is affected by the cultivation condition. Under the conditions of this study and aiming at
the best use and yield of the peacock bass fillet, the oblique cut of the head is recommended.

RESUMO
Palavras-chaves O tucunaré (Cichla cf. monoculus), é um peixe muito apreciado para 0 consumo, porém so poucos 0s
processamento estudos relacionados ao seu processamento e rendimento. Deste modo, objetivou-se neste trabalho ava-
filetagem liar o efeito do corte da cabeca sobre os parametros morfométricos relacionados ao rendimento do filé.
morfometria Para isso, 60 exemplares de tucunaré foram dividos e submetidos ao corte obliquo e reto da cabeca. As

carcateristicas morfométricas e a composicao centesimal foram investigados. O corte obliquo da cabeca
resultou em maior peso e rendimento do tronco limpo e do filé com e sem pele em relagdo ao corte reto.
Quanto aos residuos, o rendimento da cabec¢a foi mais associado ao corte reto, enquanto 0 peso e 0
rendimento da pele com o corte obliquo. Com relacdo as analises morfométricas, a altura do peixe
influencia positivamente no rendimento do filé, enquanto a composicao centesimal é afetada pela con-
digdo de cultivo. Nas condicGes deste estudo e visando o melhor aproveitamento e rendimento do filé
do tucunaré, recomenda-se o corte obliquo da cabega.
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INTRODUCAO

O tucunaré (Cichla cf. monoculus) é uma espécie
originaria das bacias dos rios Amazonas e Orinoco,
no entanto, encontra-se dispersa em quase todas as
demais bacias hidrogréficas do Brasil, com a
finalidade de controle de espécies com alta
prolificidade como a tilapia (Campos et al., 2015;
Costa et al., 2020). Com grande importancia para a
pesca artesanal, figura entre as 10 espécies mais
desembarcadas nos mercados do Amazonas e Para
(Anuério Brasileiro da Piscicultura, 2019).

Por apresentar tamanho, alto valor comercial e
caracteristicas organolépticas excelentes em sua
carne a espécie tem grande chance de inclusdo no
plantel de peixes cultivaveis, especialmente para a
pratica de pesca esportiva (Inomata et al., 2016;
Ferraz et al., 2019) e, sua entrada em regides ndo
naturais promove novas perspectivas de mercado
haja vista que a espécie apresenta habitos
sedentarios adaptados a ambientes Iénticos (lagos,
lagoas, marginais e reservatérios) (Pereira, 2020),
de modo que o aprimoramento do conhecimento de
suas exigéncias podera tornar esta espécie
promissora para a aquicultura nacional.

A morfometria é a analise quantitativa da
variacdo morfol6gica dos organismos e costuma ser
definida como o estudo da forma e do tamanho, e
como estas varidveis se relacionam entre si
(Kaoueche et al., 2017), sendo indispensavel para a
caracterizacdo das espécies e avaliacdo do seu
potencial produtivo (Maghelly et al., 2014). Para o
pescado, as caracteristicas morfométricas sdo

parametros fundamentais, pois indica
indiretamente o rendimento de filé e o percentual
de subprodutos para diferentes aproveitamentos
(Macedo-Viégas et al., 2004; Vasconcelos et al.,
2018), além de fornecer subsidios as industrias de
processamento e aos piscicultores para estimar sua
produgédo econdomica.

Todavia, sdo poucos os estudos relacionados as
caracteristicas morfométricas, rendimento e
composicao de filé de peixes de agua doce no Brasil
que permitam comparar as espécies como potencial
de industrializagdo. Nesse sentido, o presente
trabalho tem por objetivo avaliar as caracteristicas
morfométricas relacionadas ao rendimento do filé
de tucunaré sob dois tipos de corte da cabeca
(obliquo e reto) visando o melhor aproveitamento
de comercializacdo e consumo.

MATERIAL E METODOS

Matéria- prima

A pesquisa foi conduzida utilizando 60
exemplares de tucunaré adquiridos em feira
comercial localizada no municipio de Altamira —
PA, Brasil, com massa média variando ~750 a ~800
g. Estes, foram transportados em caixas térmicas
até o Laboratério de Tecnologia de Produtos da
Universidade Federal do Para, Campus Altamira-
PA onde foram divididos aleatoriamente em dois
grupos sendo 30 peixes submetidos ao corte reto da
cabeca e 30 submetidos ao corte obliquo da cabeca,
conforme representado na (Figura 1A e B),
respectivamente.

Figura 1 - Tucunaré (Cichla cf. monoculus) com o corte reto (A) e obliquo (B) da cabeca

Processamento

O processo de filetagem foi efetuado por uma
Unica pessoa, ap6s a remocao total da pele. Nesse
procedimento, retirou-se a musculatura dorso-
lateral (musculos epaxiais e hipaxiais) do peixe no
sentido longitudinal, ao longo de toda a extenséo da
coluna vertebral até o final das costelas. Todos os

processos foram realizados manualmente, desde a
determinagdo da massa amostral, evisceragéo,
filetagem e a retirada da pele.

Analises morfométricas

Anteriormente a filetagem dos peixes, aferiu-se
as seguintes massas: peixe eviscerado (sem
visceras e branquias), tronco limpo (sem cabeca,
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nadadeiras), residuos (cabeca, carcaga, nadadeiras,
sobras em “’V”’ e pele), massa do filé com (pele e
filé sem pele) utilizando balanga analitica digital
(Toledo Prix 11, 13-5101, Brasil). Para o presente
estudo, a massa inteira (massa total), ndo foi
considerado devido a dificuldade de encontrar
animais com o trato digestivo nos locais de venda,
assim, considerou-se a partir da massa eviscerado.
Os resultados foram expressos em gramas (g).

As caracteristicas (comprimento, largura e altura
dos exemplares) basearam-se nos seguintes

AC

pardmetros: largura do tronco (LTR), comprimento
total (CT), comprimento padrdo (CP),
comprimento do tronco (CTR), comprimento da
cabega (CC), altura do tronco (ATR) e altura da
cabeca (AC) (Figura 2) foram determinados com o
auxilio de paquimetro (Insize, 1102-150, Brasil)
com graduagdo de 0,05mm e ictiometro (Cienlab,
Brasil) com precisdo de 0,1 cm. Os dados de
rendimento do filé foram calculados em
porcentagem, em relagdo a massa total eviscerada
do individuo.

CTR

CP

CT

Figura 2 - Medidas morfométricas: CT (comprimento total), CP (comprimento padrdo), CTR (comprimento
do tronco), CC (comprimento da cabeca), AC (altura da cabe¢a), ATR (altura do tronco) e LTR (largura

do tronco)

A partir desses parametros foram realizadas as
seguintes relacdes: comprimento da
cabeca/comprimento padréo (CC/CP),
comprimento da cabeca/altura da cabega (CC/AC),
comprimento padrdo/comprimento total (CP/CT),
largura do tronco/ comprimento do tronco
(LTR/CTR), largura do tronco/altura do tronco
(LTR/ATR) e altura do tronco/comprimento do
tronco (ATR/CTR).

Composicéo centesimal

Teor de umidade (método 950.46): foi obtido em
amostras contendo + 4 g em balanga analitica
digital, onde foram acondicionadas em placa de
Petri, com massa previamente obtida. Em
seguida, as placas foram transferidas para estufa
(QUIMIS, Q316M) a temperatura de 105 °C e a
massa foi obtida conforme descrito pela AOAC
(2016).

Cinzas (método 920.153): foi obtido por
porcentagem conforme o descrito pela AOAC
(2016) adaptado, por meio de incineragdo em forno
tipo mufla na temperatura de 550 °C por 4 h.

Proteina total (método 981.10): proteina foi
obtido pelo método semi-micro  Kjeldahl,
utilizando-se o fator de conversdo de 6,25 expresso
em nitrogénio total para proteinas totais conforme
descrito por AOAC (2016).

Lipideos totais: determinado através do método
de extracdo a frio utilizando solucdo bifasica de
metanol e cloroférmio conforme descrito por Bligh
e Dyer (1959). Todas as andlises foram realizadas
em triplicata e os resultados foram expressos em
porcentagem (%).

Anélise estatistica e Delineamento experimental
O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado com dois tratamentos
(corte reto e obliquo) com 30 repeticBes sendo cada
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individuo uma unidade experimental. Os resultados
obtidos foram submetidos & anélise de variancia
(ANOVA), e quando houve diferenca, foi adotado
o teste de Tukey com nivel de significancia de 95%
(p < 0,05) utilizando a interface do programa
Statistic (verséo 7.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as variaveis relacionadas ao rendimento do
Tucunaré, houve aumento significativo (p < 0,05)
guando o corte da cabeca foi realizado de forma

obliqua em relag&o ao corte reto (Tabela 1).

Tabela 1 - Rendimento do tucunaré (Cichla cf. monoculus) submetido a diferentes cortes da cabeca

Tipos de corte

Variavels Obliquo Reto
Massa eviscerada (g) 725,75+ 93,04 a 714,63 +103,7 a
Massa tronco limpo (g) 470,54 £ 62,21 a 415,99 + 64,59 b
Rendimento tronco limpo (%) 63,13+ 3,23 a 58,47 +£6,73 b
Massa filé com pele (g) 391,47 £ 61,60 a 338,42+ 47,98 b
Rendimento filé com pele (%) 52,47 + 4,69 a 4764+544b
Massa filé sem pele () 347,23 +£54,89 a 306,49 £ 66,79 b
Rendimento filé sem pele (%) 46,52 + 4,08 a 42,96+ 7,03 b

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

A massa de peixe eviscerado ndo diferiu (p >
0,05) entre os tipos de cortes utilizados. Todavia, a
massa e o rendimento do tronco limpo foram de
11,59 e 7,38% maiores quando os peixes foram
submetidos ao corte obliquo da cabeca em relagdo
ao corte reto, respectivamente. Em estudo com
Tambaqui  (Colossoma macropomum), Pacu
(Piaractus mesopotamicus) e Matrinxd (Brycon
cephalus) Souza e Inhamus (2011) verificaram
rendimento de tronco limpo = 61,54, 77,07, 68,05
%, respectivamente. Em Piranhas vermelhas
(Pygocentrus nattereri) foi observado rendimento
de 65,46 % por Mafra et al. (2016). De modo geral,
esses resultados sdo similares aos verificados neste
estudo com (média de 62,53 %) para ambos 0s
cortes da cabega.

De acordo com Adames et al. (2018), o
rendimento do tronco limpo permite avaliar os
fatores criticos e visualizar o potencial para
industrializacdo. Contudo, dependendo da espécie
de peixe, 0 mais importante é conhecer o
rendimento do filé em funcdo do corte em que sdo
submetidos, jA que é um produto pronto para a
industrializacéo (fresco ou congelado). Neste caso,
amassa e o rendimento do filé com pele e sem pele,
foram de 13,55 %, 9,20 %, 11,73 % e 7,65 %
respectivamente, maior (p < 0,05) no corte obliquo
da cabeca em relagdo ao corte reto. Gomiero et al.
(2003) e Souza et al. (2008) também relataram
maior rendimento dos filés de Matrixd (Brycon
cephalus) e Tilapia-do-nilo  (Oreochromis
niloticus) quando foram submetidos ao corte
obliquo da cabeca, respectivamente. Este resultado
esta relacionado com o melhor aproveitamento da
linha de corte para a remocdo do filé, pois

representa em torno de 4,19 % da massa corporal
do peixe eviscerado, quantidade esta que, por
menor que seja, representa acréscimo econémico
para 0 piscicultor ou mesmo para a inddstria de
processamento do pescado.

A andlise do rendimento de residuo produzido
durante o processamento, estd apresentado na
(Tabela 2). De modo geral, houve efeito
significativo com p < 0,05 somente para as
variaveis massa e rendimento da pele e rendimento
da cabeca.

Como residuos do processamento de pescados,
consideram-se a cabeca, nadadeiras e visceras onde
dependem da espécie em estudo, podendo ser
superior a 60% aobre a massa total (Henriques et
al., 2020). Na comercializacdo do filé, a pele
também pode ser considerada como residuo, e pode
compor entre 5 a 10% varinando entre as especies
e a forma de filetagem empregada (Souza e
Inhamuns, 2011; Garcia e Maciel, 2021).

Neste estudo, o corte obliguo da cabeca
favoreceu maior massa e rendimento de pele (15,26
e 1150 %) respectivamente. Enquanto o
rendimento da cabeca foi = 13,20 % maior no corte
reto. O corte obliquo favorece o melhor
aproveitamento da linha de corte do pescado e,
portanto, justifica a maior massa e rendimento de
pele. Por outro lado, a quantidade de carne e
nadadeiras peitorais e ventrais que permaneceram
na cabeca com o corte reto, resultou em maior
rendimento. Esses resultados em fungéo do tipo de
corte, sugerem que a maior massa e rendimento da
pele associado com o menor rendimento da cabeca
estdo diretamente ligados no maior rendimento do
filé.
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Tabela 2 - Rendimento dos residuos produzidos durante o processamento do tucunaré (Cichla cf. monoculus)

submetido a diferentes cortes da cabeca

Tipos de corte

Variavel

Obliquo Reto
Massa de sobras em “V” (g) 947+224a 9,13+2,36a
Rendimento de sobras em “V”’ (%) 1,27+£0,27a 1,28+ 0,30 a
Massa da pele (g) 42,00 £5,03 a 3559+£590b
Rendimento da pele (%) 5,65+0,47 a 500+0,56 b
Massa da carcaga (Q) 76,43 + 10,68 a 69,41+ 15,34 a
Rendimento da carcaca (%) 10,26 £ 0,71 a 9,69+1,48a
Massa da cabeca (g) 221,36 + 30,64 a 241,44 + 62,29 a
Rendimento da cabeca (%) 29,72+221b 34,24 +759a
Massa de residuos (g) 37,23+£9,43a 35,66+ 7,61a
Rendimento de residuos (%) 496+0,95a 498+0,72a

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

De modo geral, o valor médio da percentagem de
pele em peixes teledsteos a exemplo do Tucunaré,
é de 7,5 %. Todavia, variaces em fungdo do
tamanho, massa, método de filetagem, retirada da
pele e a destreza do filetador, influenciam
diretamente o rendimento do filé (Contreras-
Gusman, 1994). Em outras espécies de peixes da
familia Teleostei como Jaraqui (Semaprochilodus
spp.), Beijupird (Rachycentron canadum), Jundia
(Rhamdia  voulezi), Tambacu (Colossoma

macropomum X Piaractus mesopotamicus) foram
observados percentuais de rendimento de pele na
ordem de 4,21, 5,72, 6,49 e 8,13 % respectivamente
(Costa et al., 2014; Goes et al., 2015; Castro et al.,
2017; Barros et al., 2019), corroborando com o
valor médio obtido neste estudo = 5,32 %.

Para as analises morfométricas, os tipos de
cortes apresentaram diferenca em p < 0,05 para as
variaveis altura, largura e comprimento do tronco,
além do comprimento padrdo (Tabela 3).

Tabela 3 - Pardmetros e relagdes morfométricas do tucunaré (Cichla cf. monoculus) submetido a diferentes

cortes da cabeca

Tipos de corte

Variaveis (cm)

Obliquo Reto
Altura da cabeca (ACAB) 755+0,91a 7,30+1,07 a
Altura do tronco (ATRO) 9,65+0,49a 9,22+0,52b
Largura do tronco (LTRO) 455+021a 441+£0260D
Comprimento total (CTOT) 36,32+224a 3527+155a
Comprimento do tronco (CTRO) 21,30+ 251a 1952+1,10b
Comprimento padrdo (CPAD) 31,75+2,04 a 30,20£1,40b
Comprimento da cabega (CCAB) 1045+1,39a 10,68 + 0,51 a
CCAB/CPAD 0,33+0,04 a 0,35+0,01a
CCAB/ACAB 1,40+0,23 a 1,52+0,39a
LTRO/ATRO 0,47+£0,03a 0,48+0,02a
CPAD/CTOT 0,87+0,01a 0,86 +0,02 a
LTRO/CTRO 0,22+0,02a 0,23+0,01a
ATRO/CTRO 0,46 £0,04a 0,47 +£0,03a
indice de cabeca (CPAD/CCAB) 3,15+0,95a 283+0,10a
indice de perfil (CPAD/ATRO) 3,29+0,16 a 3,28+0,15a

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A relacdo morfométrica sdo estimativas
numéricas que analisam a forma corporal do
individuo em relacdo ao seu tamanho e, ponto de
vista econdmico, e 0 crescimento é o componente
mais importante (Maciel et al., 2014).

Neste estudo, a altura do tronco é maior com p <
0,05 comparado a largura do tronco, sendo que, a
mesma forma sobre o comprimento padréo, foi
superior ao comprimento do tronco, mesmo sem
diferenga com p > 0,05 para o comprimento total do
peixe. Deste modo, o Tucunaré desenvolve-se mais
em altura do que em comprimento, logo, tanto a
industria quanto os piscicultores devem considerar
a altura em relacdo ao comprimento para obter
melhor largura e rendimento do filé. De forma
similar, o peixe Barbado (Pinirampus pirinampu)
também apresentou maior correlagéo entre altura e
rendimento do filé em comparacdo ao
comprimento, classificando-o com padrdo de
crescimento do tipo alométrico (Adames et at.,
2014). Além disso, o corte obliquo foi = 4,45 %
(altura do tronco), 3,07 % (largura do tronco), 8,35
% (comprimento do tronco) e 4,88% (comprimento
padrdo) maior que o corte reto da cabega com p <
0,05 sugerindo que o melhor aproveitamento da
musculatura em fungdo da linha de corte
contornada,  contribui  para o  melhor
aproveitamento e rendimento do filé.

A anélise centesimal tem como principal
objetivo, a obtencdo da composicdo quimica e
nutricional dos alimentos (Botelho et al., 2017;
Menezes Filho et al., 2019). Segundo Ogawa e
Maia (1999) os valores médios expressos em 100 g
! determinados para o teor de 4gua no pescado,
pode variar entre 60-80 %, fracéo lipidica entre 0,6-
36 %, proteinas 10-25 %, minerais expressos em
cinzas entre 1-5 % e matéria seca de 22-28 %. De
modo geral, os valores obtidos neste estudo estdo
dentro dessas faixas, isto é: umidade = 74,97 %,
lipidios = 7,39 %, proteinas = 22,05 %, minerais =
3,70 %, cinzas = 25,03 %. A composicdo
centesimal em filés de Tucunaré da bacia
Amazonica, correspondeu a 78,91 % umidade, 1,61
% fracdo lipidica, 16,25 % proteinas, 0,76 %
minerais e 23,45 % de cinzas (Santos et al., 2018).
Essa variacdo na composicdo fisico-quimica do
pescado, é dependente de varios fatores como, tipo
de alimentacéo, temperatura da agua, sazonalidade,
idade, sexo, parte do corpo avaliada e forma de
cultivo. Nesta pesquisa, utilizaram-se peixes
provenientes de cativeiro onde a alimentacdo € rica
em gorduras e proteinas para estimular o
crescimento rapido desses animais, tal fato
justifica, por exemplo, a maior concentracdo da
fracdo lipidica e proteinas.

Costa et al. (2014) em estudo, obtiveram
concentracdes sobre a fracdo lipidica com valores

entre 12,39 e 16,27 % em espécies de Jaraqui
(Semaprochilodus ssp). A fracdo lipidica de
pescados é rica em &cidos graxos poli-insaturados,
sendo considerada benéfica ao consumo na
alimentagdo humana e influenciam no tempo de
vida atil dos produtos e na aceitacdo pelo
consumidores (Li et al., 2011; Jabeen e Chaudhry,
2011).

CONCLUSOES

Com base nas caracteristicas morfométricas do
tucunaré, recomenda-se o corte obliquo da cabeca
e a escolha de peixes com maior altura para
obtenc¢do de maior rendimento do filé.

A composicdo centesimal é influenciada pela
condicdo de criacdo em cativeiro.
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INFO ABSTRACT

Keywords Alternatives to paraquat for the chemical control of Italian ryegrass, wild oat and Sumatran fleabane.
Lolium perenne ssp. With the banning of paraquat, it is necessary to plan for the use of alternative herbicides in the desiccation
multiflorum of weeds. In this sense, herbicides such as glufosinate, saflufenacil, diquat, glyphosate, clethodim are
Avena fatua highlighted in different mixtures. Glufosinate, especially in mixtures, is believed to be effective in
Conyza sumatrensis controlling Lolium perenne ssp. multiflorum (Italian ryegrass), Avena fatua (wild oat) and/or Conyza
glufgsinate sumatrensis (Sumatran fleabane). The aim was to evaluate the efficacy of glufosinate alone, or in mixtures,
weeds

in the control of Italian ryegrass, wild oat and Sumatran fleabane, as an alternative to paraquat. The
experiment was carried out in November 2020, in an experimental area located in the city of Cruz Alta,
state of Rio Grande do Sul (RS), Brazil. A randomized block design was used, with four replications. The
treatments consisted of the application of glufosinate, saflufenacil, diquat, glyphosate and clethodim, alone
or in combinations. The control of Italian ryegrass, wild oat and Sumatran fleabane was evaluated at 7, 14,
and 28 days after application. Glufosinate at mixtures was effective in controlling weeds, being almost
always superior to that observed for diquat alone or in mixtures. To achieve the same efficacy of the
mixtures, the rate of glufosinate must be at least 700 g a.i. ha'. The application of glufosinate (400 g a.i. ha"
1y in mixtures with saflufenacil, glyphosate and clethodim was effective in controlling Italian ryegrass, wild
oat and Sumatran fleabane. The alone application of glufosinate was effective in controlling all weeds at
the maximum dose (700 g a.i. hat). Glufosinate, alone or in mixtures, is thus characterized as an alternative
to paraquat in the control of weeds.

RESUMO

Palavras-chaves
Lolium perenne ssp.
multiflorum

Avena fatua
Conyza sumatrensis
glufosinate

plantas daninhas

Com o banimento do paraquat, é necessario planejar o uso de herbicidas alternativos na dessecagéo de
plantas daninhas. Neste sentido desatacam-se herbicidas como glufosinate, saflufenacil, diquat, glyphosate,
clethodim, em diferentes associagdes. Acredita-se que o glufosinate, sobretudo em associaces, seja eficaz
no controle de Lolium perenne ssp. multiflorum (azevém), Avena fatua (aveia) e/ou Conyza sumatrensis
(buva). Objetivou-se avaliar a eficécia de glufosinate isolado, ou em associagdes, no controle de azevém,
aveia e buva, como alternativa ao paraquat. O experimento foi conduzido em novembro de 2020, em area
experimental localizada no municipio de Cruz Alta, estado do Rio Grande do Sul (RS), Brasil. Foi utilizado
delineamento em blocos casualizado, com quatro repeti¢fes. Os tratamentos foram compostos pela aplica-
¢do de glufosinate, saflufenacil, diquat, glyphosate e clethodim, isolados ou em associagdes. Foi avaliado o
controle de azevém, aveia e buva, aos 7, 14 e 28 dias ap0ds aplicagdo. O glufosinate em associacoes foi
eficaz no controle das plantas daninhas, sendo quase sempre superior ao observado para diquat isolado ou
em misturas. Para se atingir a mesma eficacia das associagdes, a dose de glufosinate deve ser de no minimo
700 g i.a. hal. A aplicacdo de glufosinate (400 g i.a. ha') em associagGes com saflufenacil, glyphosate e
clethodim foi eficaz no controle de azevém, aveia e buva. A aplicacdo isolada de glufosinate foi eficaz no
controle de todas as plantas daninhas na dose maxima (700 g i.a. ha*). O glufosinate, isolado ou em asso-
ciagOes, caracteriza-se como alternativa ao paraquat no controle de plantas daninhas.
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INTRODUCAO

O paraguat é um herbicida inibidor do
fotossistema 1, ndo seletivo, de amplo espectro e
com acdo de contato, utilizado em aplicacGes pré-
semeadura de cultivos como a soja (Kalsing et al.,
2020). Também pode ser utilizado na dessecacao
pré-colheita de alguns cultivos de grdos (Bellaloui
et al.,, 2020), pode ser aplicado em jato dirigido
(Costa et al., 2013), ou ainda no controle de plantas
daninnhas em ferrovias, margens de rodovias e sob
linhas de alta tens@o. Apesar de sua elevada eficécia
no controle de platnas daninhas, apresenta 72 casos
de resisténcia no mundo (Heap, 2021). Bem como
é proibido em varios paises (Camargo et al., 2020;
Kim e Kim, 2020). No Brasil, o paraquat passou por
processo de reavaliacdo de 2008 a 2017, devido a
estudos que mostraram sua alta toxicidade ao ser
humano, apds a conclusdo da reviséo, o paraquat foi
banido (Anvisa, 2020).

O paraquat era importante no controle de
gramineas, sobretudo Lolium perenne ssp.
multiflorum (azevém) (Pereira et al., 2017).
Contudo, com a sua proibicdo e com 0s casos de
gramineas resistentes a outros herbicidas, a
importancia da associacao de herbicidas e 0 manejo
integrado € uma exigéncia. O paraquat era muito
utilizado para o controle de espécies como a
Conyza spp. (buva), durante a entressafra em pré-
semeadura,  principalmente  em  aplicagdo
sequencial ap6s a utlizaagcdo de glyphosate e
associactes (Cesco et al., 2019; Soltani et al.,
2020). Contudo nos ultimos anos tem-se observado
reducdo na eficacia de paraquat no controle de
buva, com relatos de bi6tipos resistentes de Conyza
sumatrensis ao paraquat (Pinho et al., 2019;
Zobiole et al., 2019; Albrecht et al., 2020a;
Albrecht et al., 2020b).

Deste modo, mesmo sem o0 banimento do
paraquat, ja seria necesséario planejar o uso de
herbicidas alternativos na dessecagdo pré-
semeadura da soja. O banimento do paraquat
apenas reforca a necessidade da caracterizacéo e
configuragdo de novos manejos. Neste sentido,
desatacam-se  herbicidas como  glufosinate,
saflufenacil, diquat, glyphosate, clethodim, em
diferentes associagoes.

Estudos indicam até mesmo efeito sinérgico para
associacfes de glufosinate com saflufenacil no
controle de Amaranthus palmeri (caruru-palmeri)
(Takano et al., 2020). Assim, acredita-se que o
glufosinate, sobretudo em associagdes, seja eficaz
no controle de azevém, Avena fatua (aveia) e/ou
buva. Diante do exposto, objetivou-se avaliar a
eficacia de glufosinate isolado, ou em associacdes,
no controle de azevém, aveia e buva, como
alternativa ao paraquat.

MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em &rea
experimental localizada no municipio de Cruz
Alta, estado do Rio Grande do Sul (RS), Brasil
(24°17'36,7""S 53°5027""0), em novembro de 2020.
Foi utilizado delineamento em blocos casualizados,
com quatro repeticdes. As unidades experimentais
foram compostas por parcelas de 5 x 3, a drea estava
em pousio desde a colheita da soja no inicio de
abril. No momento da aplicacdo a &rea estava
infestada com azevém, sob densidade de 8,9 plantas
m2, 25,9 cm de altura, com plantas perfilhadas e
proximas ao final do ciclo. Também estava
infestada com 1,8 plantas m de aveia, com altura
média 29,7 cm, perfilhadas e proximas ao final do
ciclo. Além destas, também observou-se a presenga
de plantas de buva, com 16,2 plantas m? e altura
média de 16,4 cm.

Os tratamentos foram compostos pela aplicagdo
de herbicidas, isolados ou em associa¢des (Quadro
1). A aplicacdo foi realizada em pds-emergéncia
das plantas daninhas, no dia 03/11/2020. Foi
utilizado pulverizador costal pressurizado a CO;
equipado com seis pontas XR 110.015, com
espacamento entre as pontas de 0,5 m, a uma
pressdo de 2,5 kgf cm2, uma velocidade de 3,6 km
h* e distancia do alvo de 0,5 m, fornecendo um
volume de aplicacdo de 150 L ha®. A aplicagdo
ocorreu sob temperatura de 26,9 °C, umidade
relativa do ar de 69,8 % e vento de 3 km h,

Avaliagdes

Foi realizada avaliagho de controle,
indiviualmente para cada espécie de planta
daninha, aos 7, 14 e 28 dias ap6s aplicacdo (DAA).
Para todas estas avaliacOes, foram atribuidas notas
através de andlises visuais a cada unidade
experimental (O para auséncia de injdrias, até 100%
para morte das plantas), considerando-se, neste
caso, sintomas significativamente visiveis nas
plantas, como necrose, queima, amarelecimento, ou
quaisquer outras injurias decorrentes da aplicacao
dos herbicidas, de acordo com  seu
desenvolvimento (Velini et al., 1995).

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (p <0,05) e as médias dos tratamentos
foram agrupadas pelo teste de Scott & Knott (1974)
ao nivel de 5% (Pimentel-Gomes & Garcia, 2002).
Para a analise foi utilizado o programa Sisvar 5.6
(Ferreira, 2011).
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Quadro 1 - Tratamentos compostos pela aplicagdo de herbicidas para o controle de plantas daninhas

Herbicida Dose* (g i.a. hat)
testemunha -
glufosinate! 400
glufosinate! 500
glufosinate! 600
glufosinate! 700
diquat? 400
diquat + clethodim3 400 + 120
glufosinate + glyphosate! 400 + 1.250
glufosinate + clethodim? 400 + 120
glyphosate + clethodim3 1.250 + 120
glufosinate + saflufenacil* 400 + 35
glufosinate + saflufenacil + glyphosate? 400 + 35 + 1.250
glufosinate + glyphosate + clethodim? 400 +1.250 + 120
glufosinate + saflufenacil + clethodim? 400 + 35 + 120

glufosinate + saflufenacil + clethodim + glyphosate3 400 + 35+ 120 + 1.250
Adigio do adjuvante: ' Mees™ (0,5 L ha), 2 Agral® (0,2 L ha'*) ou 3 Dash® HC (0,5 L ha*). Produtos comerciais: Finale® (glufosinate),
Reglone® (diquat), Select® 240 EC (clethodim), Zapp® QI 620 (glyphosate), Heat® (saflufenacil). #i.a. (ingrediente ativo) para todos os

herbicidas, exceto para glyphosate em e.a. (equivalente &cido).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para 0 controle de azevém, as aplicacOes de
glufosinate (400 g i.a. ha*) ou glyphosate (1.250 g
e.a. ha') em associacdes com clethodim (120 g i.a.
hal), bem como glufosinate + saflufenacil +
clethodim (400 + 35 + 120 g i.a. ha') e glufosinate
+ saflufenacil + clethodim (400 + 35+ 120 g i.a. ha
1 + glyphosate (1.250 g e.a. ha'l), estiveram entre
os melhores tratamentos, nas trés avaliagdes, com

eficacia de 95,7 a 99%. Aos 28 DAA a aplicacdo de
glufosinate, isolado e na maior dose (700 g i.a. ha
1), foi a Unica a se equipar aos mais eficazes com
97,3% de controle. Estes resultados indicam que
glufosinate em associagdes é eficaz no controle de
azevém, sendo superior ao observado para diguat
isolado ou em misturas. Para se antingir a mesma
eficacia das associacdes, a dose de glufosinate deve
ser de no minimo 700 g i.a. ha* (Figura 1).
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Figura 1 - Controle de azevém aos 14 e 28 dias apo6s a aplicacdo (DAA) de glufosinate (glu), diquat (diq),
clethodim (cle), glyphosate (gly) e saflufenacil (saf), isolados ou em associagdes

Doses entre parénteses, em g e.a. ha para glyphosate, ou em g i.a. ha! para demais herbicidas. Barras de mesma cor, com mesma
letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott (1974), ao nivel de 5%.
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No controle da aveia, maior eficicia (94,3 a
99,3%), aos 14 e 28 DAA, foi observada para a
aplicacgdo isolada de glufosinate na maior dose (700
g i.a. ha') ou quando em associacdes, exceto com
saflufenacil, na dose de 400 g i.a. ha™*. Assim como
para o controle azevém, o glufosinate e
associacdes, apresenta-se como eficaz e alternativa

ao paraquat. Enquanto o diquat isolado néo atingiu
0 mesmo patamar de eficécia, contudo quando em
associagdo com clethodim esteve entre o0s
tratamentos mais eficazes. Destaca-se ainda, que
aos 7 DAA os melhores tratamentos foram
compostos por associacbes de herbicidas, com
superioridade aos herbicidas isolados (Figura 2).
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Figura 2 — Controle de aveia aos 14 e 28 dias ap6s a aplicacdo (DAA) de glufosinate (glu), diquat (diq),
clethodim (cle), glyphosate (gly) e saflufenacil (saf), isolados ou em associagdes

Doses entre parénteses, em g e.a. ha™* para glyphosate, ou em g i.a. ha™* para demais herbicidas.

Barras de mesma cor, com mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott (1974), ao nivel de 5%.

A aplicacdo isolada de glufosinate (a partir de
600 g i.a. ha) também foi eficaz no controle de
buva (>92,3%). Ja em associagdes com saflufenacil
ou saflufenacil + glyphosate, glufosinate mostrou-
se eficaz apenas na dose de 400 g i.a. ha'. Os
resultados do glufosinate foram superiores ao
observado para diquat, sobretudo para as
associacdes com saflufenacil. O clethodim é um
herbicida que ndo tem acdo sob plantas daninhas
eudicotileddneas, como a buva, mas 0 mesmo nao

reduziu a eficacia do glufosinate no controle da
buva (Figura 3). Este herbicida é utilizado no
controle de gramineas e sdo comuns situagdes de
infestagbes com gramineas e buva. Assim, esta
associagdes de glufosinate + clethodim podem ser
utlizadas para o controle de gramineas, como
observado para azevém e aveia, ou ainda em
infestacBes mistas de gramineas com buva, uma vez
que ndo foram observados indicios de antagonismo
desta associacdo no controle da buva.
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Figura 3 - Controle de buva aos 14 e 28 dias ap6s a aplicacdo (DAA) de glufosinate (glu), diquat (diq),
clethodim (cle), glyphosate (gly) e saflufenacil (saf), isolados ou em associagdes

Doses entre parénteses, em g e.a ha-1 para glyphosate, ou em g i.a. ha-1 para demais herbicidas.

Barras de mesma cor, com mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott (1974), ao nivel de 5%.

Um potencial substituto do paraquat na
dessecacdo pré-semeadura para 0 controle de
plantas daninhas é o diquat, principalmente para o
manejo de plantas daninhas eudicotiledoneas
(Gitsopoulos et al., 2018). Mas no controle de
plantas com alto fator de resisténcia ao paraquat,
uma vez que estes herbicidas sdo do mesmo
mecanismo de acdo e mesmo grupo quimico
(bipiridiliuns), o desempenho no controle esta
aquém do desejado. Para o controle de gramineas o
diquat ndo se apresenta como grande alternativa,
em geral com baixa eficacia, com incremento
guando associado com adjuvantes, mas ainda assim
com niveis de controle ndo satisfatdrios
(Gitsopoulos et al., 2014).

A associacdo de diquat com graminicidas
inibidores da enzima ACCase e outros herbicias,
ainda precisa ser melhor elucidada para aplicacdo
consistente a campo. Neste sentido o presente
estudo apresenta resultados relevantes, uma vez
que, embora para azevém o diquat tenha ficado
abaixo do glufosinate, a adigdo de clethodim
incrementou a eficacia do diquat no controle das
gramineas.

O glufosinate mostrou-se eficaz no controle de
azevém e aveia, assim como obervado por

Schneider et al. (2015) e Ulguim et al. (2019) no
controle de azevém. Ressalta-se que os herbicidas
inibidores da enzima ACCase sdo destaque no
manejo destas plantas daninhas (Correia et al.,
2015; Vilela et al., 2019). O paraquat era
importante  no  controle  de  gramineas,
principalmente azevém (Pereira et al., 2017),
devido a menor eficacia do diquat (Gitsopoulos et
al., 2014). Logo, a importancia da associa¢do de
herbicidas e do manejo integrado destas gramineas
em pré-semeadura € uma exigéncia. Reitera-se que
a aplicacéo de glufosinate com clethodim, foi eficaz
no controle de gramineas no presente estudo, estas
associacOes podem ser muito Uteis no manejo de
plantas daninhas ndo apenas na pré-semeadura,
assim como em pdés-emergéncia de soja e milho
tolerantes ao glufosinate.

Para o manejo de buva, mesmo sem o banimento
do paraquat, ja seria necessario considerar o uso de
herbicida alternativos. A proibicdo do uso do
paraquat apenas reforca a necessidade da
caracterizagdo e delineamento de novos manejos.
Neste sentido, pode ser ressaltado o glufosinate
(Tahmasebi et al., 2018; Albrecht et al., 2020c;
Cantu et al., 2021; Albrecht et al., 2021), o que foi
observado neste estudo, principalmente, por
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exemplo, nas associacbes com saflufenacil. A
aplicacdo de glufosinate + saflufenacil também é
destacada em outros trabalhos como eficaz no
controle da buva (Waggoner et al., 2011; Zobiole et
al., 2018). Sendo observado efeito sinérgico para
esta associacdo em estudo de Takano et al. (2020).
Logo, glufosinate e saflufenacil sdo importantes
alternativas ao paraquat na dessecacdo pré-
semeadura, no manejo de buva.

Outro ponto a salientar € que ndo se observou
indicio de antagonismo da associacdo de
glufosinate com clethodim. O herbicida clethodim
ndo tem acdo sob plantas  daninhas
eudicotileddneas, como a buva, mas 0 mesmo nao
reduziu a eficacia do glufosinate no controle da
buva no presente estudo. Logo a associacdo de
glufosinate + clethodim pode ser utlizada para o
controle de gramineas, como azevém e aveia, ou
ainda em infestagdes mistas de gramineas com
buva.

CONCLUSOES

A aplicacdo de glufosinate (400 g i.a. ha') em
associacbes com saflufenacil, glyphosate e
clethodim foi eficaz no controle de azevém, aveia e
buva. A aplicacéo isolada de glufosinate se mostrou
eficaz no controle de todas as plantas daninhas na
dose maxima aplicada (700 g i.a. ha'). O
glufosinate, isolado ou em associagdes, foi superior
ao diguat no controle das plantas daninhas,
caracteriza-se assim alternativa ao paraquat no
controle de plantas daninhas.
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ABSTRACT
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Nitrogen rates in common bean cultivars in short-term no-tillage system.

The first years of the no-tillage system can promote changes in soil balance that directly impact on
managements such as nitrogen fertilization. The aim was to evaluate the agronomic and qualitative
performance of common bean cultivars under nitrogen rates in top-dressing in the first year of no-
tillage system. The experiment was carried out in the winter season in a randomized block design in
a split-plot scheme, with four replications. The plots consisted of three common bean cultivars (IAC
Alvorada, IAC Milénio and Pérola) and the subplots by four N rates (urea) applied in top-dressing (O,
70, 140 and 210 kg ha). The common bean were sown under no-tillage system after maize crop,
which showed a straw production of 7.0 Mg ha* of dry matter. The cultivars IAC Alvorada and IAC
Milénio were more efficient and responsive than Pérola cultivar. The cultivars IAC Alvorada and IAC
Milénio presented, on average, grain yield and sieve yield 12.5 and 15.2% higher than Pérola cultivar,
respectively. Nitrogen rates in top-dressing and common bean cultivars promote differences in
agronomic performance and quality independently. The grain yield of common bean cultivars showed
linear increments with the nitrogen rates in top-dressing in the first year of no-tillage system,
indicating a higher N requirement than the rate of 90 kg ha* of N recommended for the crop.

RESUMO

Palavras-chaves
Phaseolus vulgaris L.;
Pérola

grain yield

sieve yield

Os primeiros anos da adogéo do sistema plantio direto pode promover alteragdes no equilibrio do solo
que impactam diretamente em manejos, como a adubagao nitrogenada. Objetivou-se avaliar o desem-
penho agrondmico e qualitativo de cultivares de feijdo-comum sob doses de nitrogénio em cobertura
no primeiro ano de adog¢do do sistema plantio direto. O experimento foi conduzido na safra de inverno
em delineamento de blocos casualizados em esquema de parcelas subdivididas, com quatro repeti-
¢Oes. As parcelas foram constituidas de trés cultivares de feijdo (IAC Alvorada, IAC Milénio e Pérola)
e as subparcelas por quatro doses de N (ureia) aplicadas em cobertura (0, 70, 140 e 210 kg hat). O
feijdo foi semeado em sistema plantio direto apds a cultura do milho, que apresentou produgdo de
palhada de 7,0 Mg ha'! de massa seca. As cultivares IAC Alvorada e IAC Milénio foram mais efici-
entes e responsivas comparado a cultivar Pérola. As cultivares IAC Alvorada e IAC Milénio apresen-
taram, na média, produtividade e rendimento de peneiras 12,5 e 15,2% superior a cultivar Pérola,
respectivamente. As doses de nitrogénio em cobertura e as cultivares de feijdo-comum promovem
diferencas no desempenho agrondmico e qualidade de maneira independente. A produtividade das
cultivares de feijao apresentam incrementos lineares com as doses de nitrogénio em cobertura no
primeiro ano de adogdo do sistema plantio direto, indicando maior exigéncia de N do que a dose ideal
de 90 kg ha de N recomendada para a cultura.
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INTRODUCAO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma
das fontes de proteinas mais importantes e de
menor custo para a populacdo de diversos paises
(Bettiol et al., 2020). No Brasil, o seu cultivo
abrange 1,6 milhdes de ha, com produtividade
média de 1,5 Mg ha' (Conab, 2020), valor
considerado baixo, visto que produtividades
proximas de 3.000 kg ha' sdo observadas
(Carbonell et al., 2014; Soratto et al., 2017). Dentre
os fatores que contribuem para a baixa
produtividade do feijdo no Brasil podem ser
destacados 0 manejo inadequado da adubacdo
nitrogenada em fungdo do sistema de producéo
adotado, a safra de cultivo e a cultivar utilizada.

Embora seja uma leguminosa, a fixacdo
biolégica de N no feijdo (FBN) ndo supre
totalmente a necessidade da cultura, necessitando
de complementacdo mineral para a obtencdo de
elevadas produtividades (Soares et al., 2016). Para
a obtencdo de produtividades entre 3,5 e 4,5 Mg ha
! recomenda-se a aplicagdo de 90 kg ha? de N na
cultura do feijdo em éareas com alta classe de
resposta esperada, como lavouras irrigadas e/ou
cultivo ap6s gramineas (Ambrosano et al., 1997).

O cultivo de feijdo-comum no Brasil é realizado
em trés safras durante o ano: a safra “das aguas”, a
safra “da seca” e a safra “de inverno” (Conab,
2020). Por necessidade de irrigacdo em algumas
regides, como o Cerrado brasileiro, é incontestavel
que a safra de inverno é a que apresenta 0 maior
nivel  tecnoldgico, gerando as  maiores
produtividades médias. Nessas éareas, geralmente
ocorre o cultivo de até trés culturas durante o ano,
sendo a sucessdo soja/milho/feijao uma das mais
comuns. Nesse sistema, por questdes operacionais,
0 solo é preparado apenas uma vez durante o ano,
antes da semeadura da soja, enquanto as culturas de
milho e feijdo sdo semeadas em plantio direto.
Nesse manejo, o feijdo sempre é semeado em
plantio direto ap6s gramineas, podendo alterar a
necessidade de  adubagbes na  cultura,
especialmente a nitrogenada.

Verifica-se na literatura que a idade do plantio
direto pode alterar a dindmica dos nutrientes no
sistema solo/planta, especialmente o N (Soratto et
al., 2014; Pittelkow et al., 2015). Os primeiros anos
de plantio direto podem promover redugdo da
produtividade das culturas, causando maior
imobilizacgdo de N e necessidade de maior
adubacdo nitrogenada (Pittelkow et al., 2015).
Entretanto, em areas de sistema plantio direto
consolidados pode ocorrer reducdo da adubacdo

nitrogenada nas culturas sem afetar a sua
produtividade (Deiss et al., 2020). Nesse sentido,
recomendacBes mais especificas, como para o
feijdo cultivado na safra de inverno no primeiro ano
de plantio direto, sdo necessarias para otimizar a
adubagdo nitrogenada na cultura e garantir elevadas
produtividades.

Outro fator que pode afetar a eficiéncia da
adubacgdo nitrogenada em cobertura € a cultivar
utilizada. Para o feijdo, existe elevada variabilidade
quanto a eficiéncia e resposta das cultivares a
adubacdo nitrogenada (Leal et al., 2019). A
eficiéncia se refere a capacidade do gendtipo em
produzir satisfatoriamente bem em baixas doses de
N, enquanto a resposta € a capacidade do gendtipo
em aumentar a sua produtividade com o aumento
da dose de N (Nunes et al., 2021). Assim, as
cultivares de feijdo podem ser classificadas pela
combinag&o desses dois fatores, devendo-se buscar
genétipos  eficientes e  responsivos.  Essa
caracteristica da cultivar pode afetar diretamente a
necessidade da adubacdo nitrogenada do feijao
cultivado no inicio do plantio direto apos
gramineas, necessitando de mais estudos.

Partindo-se da hip6tese de que o feijao apresenta
maior exigéncia de N no primeiro ano de instalacéo
do sistema plantio direto em relagdo a
recomendacdo padrdo para a cultura e que esse
efeito depende do gendtipo, objetivou-se avaliar o
desempenho agronémico e a qualidade de
cultivares de feijdo sob doses de nitrogénio em
cobertura no primeiro ano de adocdo do plantio
direto.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, Jaboticabal, Sdo Paulo,
Brasil. A area experimental € localizada proxima as
coordenadas de latitude 21°15°22”° S, longitude
48°18°58°> W, com altitude média de 565 metros,
no bioma Cerrado. O clima, de acordo com a
classificacdo de Koppen, é do tipo Aw, tropical
Umido com verdes quentes e Umidos e invernos
frios e secos. O solo da area experimental é
classificado como Latossolo Vermelho eutrofico de
textura argilosa (Santos et al., 2018), sendo que 0s
resultados da analise quimica do solo, obtidos antes
da instalacéo do experimento, na camada 0,00-0,20
m, encontram-se na Tabela 1. O solo apresentou
540 g kg de argila, 230 g kg™ de silte e 230 g kg™
de areia na camada 0,00-0,20 m.
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Tabela 1 - Analise quimica do solo na area experimental antes da semeadura do feijdo
pH MO Presina H+ Al K Ca Mg SB CTC \Y
(CaCly) (g kg™ (mgdm3) - (mmolcdm3)-------nmmne- (%)
5,6 20 49 22 42 46 27 77,2 99,2 78
MO: matéria organica; SB: soma de bases; CTC: capacidade de troca catidnica; V: saturagéo por bases.

O experimento foi implantado no primeiro ano
de adocdo do sistema plantio direto, com a cultura
antecessora sendo o milho. Antes da semeadura do
milho, realizou-se o preparo de solo convencional,
constituido por escarificacdo, aracdo e gradagem,
para a instalacdo do sistema plantio direto. A
semeadura do feijo ocorreu sobre a palhada do
milho. O hibrido de milho utilizado foi Impacto
Viptera 3, no espacamento de 0,90 m, populacéo de
67.000 plantas por ha, com adubacéo de semeadura
de 250 kg ha do adubo formulado 04-20-20 e a
adubacdo de cobertura com 140 kg ha! de N
(ureia). Antes da semeadura do feijdo, foram
amostrados 8 pontos aleatérios na 4area
experimental para o célculo de palhada proveniente
da colheita do milho, obtendo-se valor médio de 7,0
Mg ha de massa seca.

O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos casualizados em esquema de parcelas
subdivididas, com quatro repeticdes. As parcelas
foram compostas por trés cultivares de feijdo, sendo
a Pérola, IAC Alvorada e IAC Milénio. Cada
subparcela foi formada por 10 linhas de feijao com
cinco metros de comprimento, sendo consideradas
Uteis as 08 linhas centrais, desprezando-se 0,50 m
de cada extremidade. As cultivares apresentam
grdos do tipo comercial carioca, habito de
crescimento indeterminado e ciclo normal. As
subparcelas foram constituidas por quatro doses de
nitrogénio (0, 70, 140 e 210 kg ha* de N), aplicadas
em cobertura, no inicio do estadio fenoldgico V4,
caracterizado pela presenca da terceira folha
trifoliada completamente expandida em 50% das
plantas (Fernandez et al., 1985), utilizando a ureia
como fonte. A adubacdo de cobertura ocorreu no
dia 30 de julho de 2015, 27 dias apds a emergéncia
(DAE), sendo aplicada uma Unica vez durante todo
o ciclo do feijdo para todas os tratamentos. A
adubacdo de cobertura foi realizada em filete
continuo, a 10 cm da linha da cultura.

As sementes das cultivares de feijdo foram
tratadas com fungicida (carboxin + thiram), nas
doses comerciais de 250 ml para cada 100 kg de
sementes. A semeadura das cultivares foi realizada
no dia 23 de junho de 2015, utilizando uma
semeadora-adubadora regulada com espagamento
de 0,45 m entre linhas e com 12 sementes por
metro. A emergéncia das plantulas ocorreu no dia
03 de julho de 2015. A semeadura do feijoeiro foi
realizada na 3% safra ou safra de inverno, com
fornecimento de agua por um sistema de irrigacdo

convencional por aspersdo, aplicando-se laminas
de irrigacdo em turno de rega a cada 5 dias,
utilizando-se 12 sementes por metro, no
espagamento de 0,45 m. A adubacdo mineral de
semeadura foi de 6 kg ha™ de N, 30 kg ha* de P,Os
e 30 kg ha? de K;O, utilizando-se 150 kg ha* de
formulado 4-20-20, de acordo com a analise de solo
e seguindo as recomendacgfes de Ambrosano et al.
(1997) para produtividade de gréos esperada entre
3,5 a 4,5 Mg ha! para feijéo de inverno irrigado.
As temperaturas méaxima e minima média do
periodo experimental foram de 28,7 e 15,3 °C,
respectivamente, com umidade relativa média de
61,7% e precipitagdo acumulada de 170 mm. A
lamina total de &gua aplicada pelo sistema de
irrigagéo por aspersdo convencional foi de 350 mm.
No estadio fenolégico R6 (48 DAE), foram
coletadas 10 folhas do tergo médio das plantas de
feijdo para a determinagdo do teor de N foliar da
folha diagnostica, conforme recomendacfes de
Ambrosano et al. (1997). As folhas foram levadas
para laboratério, lavadas em &gua corrente, agua
deionizada com detergente neutro (0,1%) e agua
deionizada. Apds isso, as folhas foram secas e
levadas para estufa com circulacdo de ar forcada
por 72 horas e as amostras foram moidas em
moinha tipo Willey. O teor de N foliar foi
determinado segundo metodologia proposta por
Malavolta et al. (1997). Ainda no estadio R6, 10
plantas consecutivas de uma linha atil de cada
subparcela foram coletadas para a determinagéo da
massa seca total da parte area, com os resultados
expressos em kg ha?. As plantas foram secas em
estufa com circulacdo de ar forcada até massa
constante apds serem lavadas em agua corrente.
Por ocasido da colheita (89 DAE), foram
determinados 0s componentes de producdo
populacéo final de plantas, nimero de vagens por
planta, nimero de grdos por vagem e massa de 100
grdos. A populagdo final de plantas de cada
subparcela foi determinada apdés a contagem do
namero de plantas de quatro linhas centrais, com 5
metros de comprimento. Para a determinagdo do
namero de vagens por planta e nimero de grédos por
vagem, foram coletadas 10 plantas consecutivas em
uma das linhas da area util de cada subparcela. A
massa de 100 graos foi determinada por meio de 3
subamostras de 100 grdos de cada subparcela,
padronizando-se a umidade em 0,13 g g*. Para a
estimativa da produtividade de gréos, expressa em
kg ha, foram colhidas 4 linhas centrais de cada
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subparcela, padronizando a umidade em 0,13 g g%

O teor de proteina bruta dos grdos foi
determinado através da equacdo (AOAC, 1995)
TPB = N total x 6,25 onde: TPB = teor de proteina
bruta nos grdos (%) e N total = teor de nitrogénio
nos gréos, obtido de acordo com a metodologia
proposta por Malavolta et al. (1997). Para o célculo
do rendimento de peneiras maior ou igual a 12
(RP>12), a massa total de grdos provenientes de
cada subparcela foram classificados em peneira de
crivos oblongos 12/64” x % (4,76 x 19,05 mm).
Para a determinag&o do tempo de cozimento, tempo
para a maxima hidratacdo dos grdos e relacdo de
hidratacdo foram utilizados os grdos retidos na
peneira 12.

O tempo de cozimento foi determinado com o
auxilio do cozedor de Mattson modificado, que
consta de 25 estiletes verticais terminados em ponta
de 1/16", com peso de 90 g na outra extremidade do
estilete, conforme descrito em Alves et al. (2020).
O nivel de resisténcia dos grdos ao cozimento foi
determinado pela escala de Proctor e Watts (1987),
em que: <16 min (muito suscetivel); 16-20 min
(suscetibilidade média); 21-28 min (resisténcia
normal); 29-32 min (resisténcia média); 33-36 min
(resistente) e >37 min (muito resistente). A
capacidade de hidratacdo dos graos foi determinada
por 16 horas, conforme Alves et al. (2020). A

relacdo de hidratacdo foi determinada pela razéo
entre a massa apos a hidratacdo e a massa inicial
dos grdos. Realizou o estudo de regressdo
polinomial entre o tempo (horas) e o volume de
agua absorvido pelos grdos (mL), visando
determinar o tempo para a méxima hidratacdo dos
grdos de feijéo.

Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (Teste F) a 5% de probabilidade e,
quando necessario, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os
dados provenientes do fator doses de N e da
interacdo cultivares de feijdo versus doses de N
foram comparados por meio de regressdo
polinomial.  Realizou-se  desdobramento da
interacdo entre cultivares e doses de N para a
produtividade de grdos, independentemente da
significancia dos fatores na analise de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de nitrogénio foliar (TNF) e a massa seca
(MS) do feijao foram afetados somente pelas doses
de N estudadas (Tabela 2). A populacdo final de
plantas ndo apresentou diferencas para os fatores
estudados, apresentando média geral de 226,6 mil
plantas ha?, demonstrando o elevado controle na
semeadura do experimento.

Tabela 2 - Teor de nitrogénio foliar (TNF), massa seca de plantas (MS), popula¢do final (PF), nimero de
vagens por planta (NVP), nimero de gréos por vagem (NGV), massa de 100 grdos (M100) e produtividade de
gréos (PG) de cultivares de feijdo sob doses de nitrogénio em cobertura

TNF MS PF NVP NGV M100 PG
Tratamentos

g kg™ kgha! mil plantasha®! - - g kg hat
Cultivar (C)
IAC Alvorada 33,5 1.977 223,3 144a 4,2 ab 31,9 2.575
IAC Milénio 32 1.569 226,2 134a 40b 32,3 2.568
Pérola 32,2 1.619 230,2 110b 44a 31,9 2.285
DMS(5%) 2,42 569,4 21,1 1,39 0,25 1,73 691,5
CV (%) 6,8 30,4 8,5 9,9 5,4 4,9 25,7
Teste F
C 2,125M 2,871 0,513™ 29,551** 8,016*  3,091"™ 1,079™

Doses de N (D) 38,056** 2,965*  0,511™ 12,820** 0,598™  7,039**  8,245**
Interacdo C x D 1,633™ 1,416™  0,773™ 1,774 0,730™  0,427™ 0,398™

Média Geral 32,6 1.722 226,6 12,96 4,27 32,5 2.476
Meédias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). "ndo significativo; *Significativo a 5%

de probabilidade; **Significativo a 1% de probabilidade.

O nlmero de vagens por planta (NVP)
apresentou diferencas entre cultivares e doses de N
em cobertura, com as cultivares IAC Alvorada e
IAC Milénio apresentando valores 31% e 22%

superiores & cultivar Pérola, respectivamente. O
nimero de grdos por vagem (NGV) foi afetado
somente pelas cultivares, com maior valor medio
para a cultivar Pérola, apresentando superioridade
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de 5% e 10% em relacdo as cultivares IAC
Alvorada e IAC Milénio, respectivamente. A massa
de 100 grdos (M100) e a produtividade de gréos
(PG) apresentaram diferengcas somente para as
doses de N em cobertura. Vale destacar que para

A 38 -
_ 36 7 [
o 34
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w32 -
= °
= 30 y =-0.000179x2 + 0.074214x +
27.845000
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>
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*Significativo a 5%; **Significativo a 1%.
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nenhuma variavel a interacdo cultivar versus doses
de N foi significativa.

O TNF, MS e NVP apresentaram incrementos
quadraticos com o aumento das doses de N em
cobertura (Figura 1).
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Figura 1 - Teor de nitrogénio foliar (TNF - A), massa seca de plantas (MS - B), nimero de vagens por planta
(NVP - C) e massa de 100 graos (M100 — D) de cultivares de feijdo sob doses de nitrogénio em cobertura

Os maximos valores para o0 TNF (35,5 g kg?),
MS (1.888 kg ha?l) e NVP (14,0) foram obtidos
com as doses de N em cobertura de 207, 126 e 194
kg ha?, respectivamente. A M100 apresentou
incremento linear com o aumento da dose de N em
cobertura, com aumentos de 0,087 g na M100 para
cada 10 kg ha de N adicionado.

Todas as cultivares estudadas incrementaram
linearmente a PG com o aumento das doses de N
em cobertura (Figura 2). Para todas as doses de N
estudas, as cultivares IAC Alvorada e IAC Milénio
apresentaram PG superior a Pérola. As cultivares
IAC apresentaram maior eficiéncia do que a

cultivar Pérola, visto que na dose 0 apresentaram
PG, na média, 12,7% superior a cultivar Pérola.
Além disso, as cultivares IAC apresentaram maior
resposta as doses de N do que a cultivar Pérola,
visto que incrementaram proporcionalmente mais a
PG com o aumento das doses de N. Para cada 10 kg
ha® de N adicionado, a PG das cultivares IAC
Alvorada, IAC Milénio e Pérola aumentaram 28,4,
25,8 e 24,4 kg ha?, respectivamente. Dessa
maneira, as cultivares IAC Alvorada e IAC Milénio
apresentaram 16,4% e 5,7% maior resposta na PG
com o incremento das doses de N do que a cultivar
Pérola.
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¢ IAC Alvorada y=2.8484x +2276.6 R2=0.9557**
mIAC Milénio y=2.5791x +2297.8 R2=0.8474*
® Pérola y=2.4377x +2029.2 R2=0.9434%*

*Significativo a 5%; **Significativo a 1%.

Figura 2 - Produtividade de gréos (PG) de cultivares de feijao sob doses de nitrogénio em cobertura

Quanto aos atributos tecnolégicos do feijdo, ndo
foram observadas diferencas entre doses de N em
cobertura e para a interacao cultivar versus doses de
N em nenhuma das variaveis avaliadas (Tabela 3).
Observou-se somente diferencas entre cultivares
para as variaveis rendimento de peneiras maior ou

igual a 12 (RP>12) e relagdo de hidratacdo (RH).
As cultivares IAC Alvorada e IAC Milénio
apresentaram, na média, 15,2% maior RP>12 do
que a cultivar Pérola. A menor RH foi observada
para a cultivar IAC Milénio, seguida pela cultivar
IAC Alvorada e, por ultimo, para a cultivar Pérola.

Tabela 3 - Rendimento de peneiras maior ou igual a 12 (RP>12), teor de proteina bruta dos graos (TPB), tempo
de cozimento (TC), tempo para a méxima hidratacdo (TMH) e relacdo de hidratacdo (RH) de cultivares de

feijdo sob doses de nitrogénio em cobertura

TPB RP>12 TC TMH RH

Tratamentos .
% % min h:m -

Cultivar (C)
IAC Alvorada 16,7 86,6a 34,12 11:52 2,00b
IAC Milénio 17,2 86,2a 36,28 12:18 1,93c
Pérola 17,7 75,0b 35,80 11:32 2,05a
DMS (5%) 2,21 7,83 4,43 01:58 7,83
CV(%) 11,8 8,7 11,5 15,2 8,7
Teste F
C 0,944 13,327** 1,232 0,716™ 148,14**
Doses de N (D) 2,285™ 0,266" 1,078™ 0,827 2,548™
Interacdo C x D 0,462 0,280 0,339™ 0,626™ 1,639™
Média Geral 17,2 82,6 35,4 11:54 1,99

Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). ™ndo significativo; *Significativo a 5%

de probabilidade; **Significativo a 1% de probabilidade.

Observou-se correlacéo direta e significativa do
TNF com as variaveis NVP, M100 e PG e da PG
com as variaveis NVP e M100 (Tabela 4). Além
disso, observou-se correlagbes diretas entre as

variaveis RP>12 ¢ NVP e RH com NGV. As
correlacbes inversas foram observadas entre a
variavel RP>12 com NGV e RH.
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Tabela 4 - Matriz de correlacdo das variaveis de desempenho agronémico e qualidade das cultivares de feijao

sob doses de nitrogénio em cobertura

TNF MS NVP NGV

M100 PG RP>12

TPB TC RH

TNF 1,00

MS 0,53 1,00

NVP 0,74* 0,66 1,00

NGV 0,18 0,10 -0,39 1,00
M100 0,81* 023 061 -0,05
PG 0,83** 043 090** -0,34
RP>12 0,14 0,23 0,73* -0,79*
TPB 0,63 -0,28 0,08 0,36
TC -0,15 -0,42 -0,22 -0,31
RH 0,17 011 -0,37 0,98**

1,00

0,81* 1,00

0,17 056 1,00

0,66 041 -0,30 1,00

0,27 013 -0,15 0,22 1,00

-0,11 -0,32  -0,74* 0,35 -0,30 1,00

*Significativo a 5% de probabilidade; **Significativo a 1% de probabilidade.

Independentemente da cultivar, o desempenho
agronémico do feijdo foi afetado pelas doses de N
em cobertura, em que, para as trés cultivares
avaliadas, ocorreram incrementos lineares na PG
com o aumento das doses de N em cobertura
(Figura 2). O incremento da PG em funcdo das
doses de N em cobertura pode ser atribuido,
principalmente, as variaveis TNF, NVP e M100,
em que foi observado aumento dessas variaveis
com o incremento das doses de N em cobertura.
Além disso, essas varidveis foram as que
apresentaram correlacdo direta e significativa com
a PG (Tabela 4).

Observou que a testemunha sem aplicacéo de N
em cobertura apresentou TNF inferior ao minimo
estabelecido para a faixa ideal do feijdo (30 a50 g
kg!) que ndo representa deficiéncia de N
(Ambrosano et al., 1997). Somente a partir da dose
de N em cobertura de 32 kg ha* o feijéo apresentou
TNF acima do minimo estabelecido para a cultura
(Figura 1A). O incremento do TNF em funcgéo das
doses de N aumentou os componentes de producéao
NVP e M100 e, consequentemente, a PG. Isso
ocorre, pois, a deficiéncia de N pode levar a
producdo de menor quantidade de estruturas
reprodutivas, além de interferir na produgdo de
fotoassimilados pela fotossintese, reduzindo o
processo de enchimento de grdos das cultivares
(Soares et al., 2016; Cetner et al., 2017). Soares et
al. (2016) observaram reducdo de até 36% no
namero de vagens por planta pela auséncia de N em
cobertura na cultura do feijdo

Em estudos conduzidos préximo da é&rea
experimental, ndo se verificou deficiéncia de N
guando o feijoeiro foi cultivado sem adubacdo
nitrogenada de cobertura (Bettiol et al., 2020; Filla
et al., 2020). A deficiéncia de N em doses abaixo
de 32 kg ha* de N pode ter ocorrido, pois o presente

estudo estava no primeiro ano de adogao do plantio
direto, sendo cultivado sobre palhada de milho (7
Mg ha' de massa seca). Em funcdo da elevada
relacio C/N da palhada de  milho,
aproximadamente 50/1, isso pode ter causado
imobilizag&o do N aplicado e disponivel na solugéo
pelos microrganismos do solo para a degradagéo da
palhada do milho. Além disso, observou-se que a
PG das cultivares de feijdo apresentaram
incrementos lineares até a dose de N de 210 kg ha
1 demonstrando a elevada resposta do feijdo a
adubacdo nitrogenada em &reas de primeiro ano da
adogdo do sistema plantio direto. Soratto et al.
(2017) avaliando a nutricdo de cultivares de feijdo
sob doses de N em area sob sistema plantio direto
consolidado (10 anos), observaram que sem
adubagdo nitrogenada em cobertura, as duas
cultivares avaliadas apresentaram TNF superior a
30 g kg%, néo se verificando deficiéncia de N nesse
caso. Em sistemas de plantio direto consolidados,
verifica-se que o0 solo apresenta maior
disponibilidade natural de N na solugdo do solo,
devido ao maior teor de matéria organica do que
areas sob sistema de preparo convencional (Deiss
etal., 2020), ndo se observando diferencas elevadas
entre a aplicacdo de doses elevadas de N. Apos
longo periodo de adocéo do plantio direto (5 anos),
Pittelkow et al. (2015) verificaram que leguminosas
tendem a apresentar maior produtividade em
relacdo as areas com preparo de solo convencional.
Antes desse periodo, a produtividade de
leguminosas cultivadas em plantio direto pode
reduzir em até 10% em relagdo ao preparo de solo
convencional, especialmente devido as mudangas
na dindmica do N no solo.

O feijdo irrigado de inverno, referente a terceira
safra da cultura, geralmente é cultivado ap6s
gramineas, especialmente o milho. Nesse sentido,
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em areas no primeiro ano de adogéo do sistema de
plantio direto a adubacdo nitrogenada na cultura
tende a ser maior do que os 90 kg ha'! de N
recomendados para a obtengdo de elevadas
produtividades na cultura (Ambrosano et al., 1997),
conforme observado no presente estudo.

A PG média obtida pelas cultivares 1AC
Alvorada e IAC Milénio no presente estudo foi
9,0% superior a PG média (2.361 kg ha') para a
safra de inverno de 2015 no estado de S&o Paulo,
enquanto para a cultivar Pérola a PG foi 3,3%
inferior & média estadual (Conab, 2020). De forma
geral, observou-se que os genotipos IAC Alvorada
e IAC Milénio apresentaram maior desempenho
agrondmico do que o gendtipo Pérola (Tabela 2;
Figura 2). Além de maior desempenho agronémico,
as cultivares IAC apresentaram maior eficiéncia,
visto que na dose 0 a PG dessas cultivares foi maior
do que a cultivar Pérola, e maior responsividade a
aplicacio de N, pois incrementaram
significativamente mais a PG com o aumento das
doses de N em cobertura. Esses resultados
demonstram a importancia dos programas de
melhoramento e do langamento frequente de novas
cultivares para o aumento da produtividade do
feijdo. Isso ocorre, pois dentre as trés cultivares
avaliadas, a cultivar Pérola é a mais antiga, com
lancamento em 1996 (Yokoyama et al., 1999),
enquanto as cultivares IAC Alvorada e IAC
Milénio apresentam langamentos mais recentes,
sendo nos anos de 2007 e 2013, respectivamente
(Carbonell et al., 2008; Carbonell et al., 2014).

Em relagdo aos atributos de qualidade dos graos,
também se observou que as cultivares IAC foram
superiores, com RP>12 maior do que a cultivar
Pérola. O RP>12 ¢ um dos principais atributos que
definem o preco pago pelo feijdo. De acordo com
Carbonell et al. (2010), valores de RP>12 acima de
70% indica grdos graudos e com boa aceitagdo pelo
mercado e empacotadoras. Segundo 0s autores,
quanto maior for o RP>12, maior sera o prego pago
pelo produto. Assim, as cultivares IAC Alvorada e
IAC Milénio se destacam em relacdo a cultivar
Pérola, podendo gerar um produto final com maior
preco e renda aos produtores.

O TPB variou de 16,7 a 17,7%, ndo ocorrendo
diferencas entre os fatores estudados. Os valores
para o TPB foram adequados para o feijdo cultivado
no inverno, observando-se valores semelhantes aos
encontrados em outros estudos com cultivares de
feijdo (Carbonell et al., 2008; Carbonell et al.,
2014). A relacdo de hidratacdo ficou préxima de
2,0, ou seja, os grdos de feijdo dobraram a sua
massa apés a hidratacdo, sendo esse valor
semelhante ao encontrado em Terra et al. (2019) e
Alves et al. (2020). Além disso, o TMH ficou
proximo de 12 horas para todos os tratamentos,

sendo um tempo adequado para o feijdo, pois
cotidianamente o feijao € um alimento colocado em
maceracdo na noite anterior ao Seu preparo,
facilitando a coccéo e diminuindo a quantidade de
substancias antinutricionais do produto (Proctor e
Watts, 1987; Ertop et al., 2018).

O tempo de cozimento variou de 34 a 36
minutos, ndo ocorrendo diferencas entre 0s
tratamentos (Tabela 3). De acordo com a escala de
Proctor e Watts (1987), graos de feijdo com tempos
de cozimento entre 33 e 36 minutos séo
considerados como ‘“resistentes” ao cozimento.
Carbonell et al. (2008) observaram tempos de
cozimento de 33 min e 36 minutos para as
cultivares IAC Alvorada e Pérola na safra de
inverno, respectivamente. Para a cultivar IAC
Milénio, Carbonell et al. (2014) observaram tempo
de cozimento de 36 minutos para a safra de inverno.
Esses valores sdo semelhantes aos observados no
presente estudo, indicando a semelhanca do TC das
cultivares avaliadas em diferentes ambientes de
producdo.

CONCLUSOES

As doses de nitrogénio em cobertura e as
cultivares de feijdo promovem diferencas no
desempenho agrondémico e na qualidade do feijdo
de maneira independente. A produtividade das
cultivares de feijdo apresentam incrementos
lineares com as doses de nitrogénio em cobertura
no primeiro ano de plantio direto, indicando maior
exigéncia de N nessas condi¢es comparado a dose
ideal de 90 kg ha' de N recomendada para a
cultura. As cultivares IAC Alvorada e IAC Milénio,
lancadas recentemente, apresentam desempenho
agrondmico e qualidade superior a cultivar Pérola,
com produtividade e rendimento de peneira 12,5 e
15,2% superior, respectivamente.
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INFO ABSTRACT
Keywords Fusarium oxysporum f. sp. cubense biocontrol mediated by Pseudomonas spp. in Prata-And banana.
biological control The banana tree is cultivated in the main countries of the world, including Brazil. This crop presents several
banana phytosanitary problems, especially the Fusarium wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp.
Panama diasease cubense (Foc). The use of microorganisms such as Pseudomonas has been an alternative for the biocontrol

of phytopathogens. In order to investigate the control capacity of rhizobacteria of the genus Pseudomonas
in relation to the activity of the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), two experiments were
carried out under greenhouse conditions. The design was completely randomized (DIC) with three
treatments, three controls and 10 replications. The treatments of the first experiment consisted of applying
Pseudomonas spp. on the substrate, with the addition of Foc with and without a time interval. After
inoculation period in the substrate infested by Foc and Pseudomonas, banana seedlings were planted in
tubes. In the second experiment, the application interval was the same as in the pre-inoculation experiment,
but Fusarium was inoculated first and then the bacteria and then transferred to the substrate. The use of
Pseudomonas in different treatments, with time intervals, was not efficient to control Foc. It was observed
that the disease index was less severe in the treatment without time interval for inoculation of Fusarium
and Pseudomonas, being the best treatment for the biocontrol of Fusarium in banana plants of the cultivar
Prata And. The use of bacteria of the genus Pseudomonas spp. is an economically viable alternative to
control Fusarium Wilt.

RESUMO
Palavras-chaves A bananeira apresenta diversos problemas fitossanitarios, tendo destaque a murcha de Fusarium causada
controle bioldgico pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). O uso de microrganismos como o Pseudomonas,
banana tem sido uma alternativa para o biocontrole dos fitopatégenos. Com o objetivo de investigar a capacidade
Mal-do-Panama de controle da rizobactéria do género Pseudomonas em relacédo a atividade do fungo Fusarium oxysporum

f. sp. cubense (Foc), foi realizado dois experimentos em condicGes de casa de vegetagdo. O delineamento
foi inteiramente casualizados (DIC) com trés tratamentos, trés controles e 10 repeti¢des. Os tratamentos do
primeiro experimento consistiram em aplicar Pseudomonas spp. no substrato, com adi¢éo de Foc com e
sem intervalo de tempo. Apo6s periodo de inoculagdo no substrato infestado por Foc e Pseudomonas, reali-
zou-se o plantio das mudas de bananeira nos tubetes. No segundo experimento, o intervalo de aplicagdes
foi 0 mesmo do experimento de pré-inoculagdo, porém o Fusarium foi inoculado primeiro, posteriormente
a bactéria e em seguida foram transferidos para o substrato. A utilizacdo de Pseudomonas em tratamentos
diferentes, com intervalo de tempo néo foi eficiente para o controle do Foc. Observou-se que o indice de
doenga foi menos severo no tratamento sem intervalo de tempo para inoculagdo de Fusarium e Pseudomo-
nas, sendo o melhor tratamento para o biocontrole do Fusarium em plantas de banana da cultivar Prata
Ana. A utilizagdo de bactérias do género Pseudomonas spp. é uma alternativa economicamente viavel para
controle da Murcha de Fusarium.
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INTRODUCAO

Bananas e platanos representam o quarto
alimento mais produzido no mundo, com uma
producdo anual de 114 milhGes de toneladas, sdo
produzidos em larga escala pela India, China,
Indonésia e Brasil, 0os quais sdo0 0s maiores
produtores atualmente (FAO, 2021). o Brasil
produziu aproximadamente, 6,67 milhes de
toneladas em 465 mil hectares de area cultivada no
ualtimo senso realizado pela FAO, destacando-se
entre os maiores produtos da cultura (FAOSTAT,
2019). Desta producdo, 99% sdo destinadas ao
mercado interno, destaque para as regides Nordeste
e Sudeste, que sdo as responsaveis por dois tergos
da produgdo do pais. Nestas regides, a cultura
apresenta relevante papel social, fixando 0 homem
no campo, gerando empregos e rendas,
principalmente para a agricultura familiar (Borges
et al., 2009).

Apesar dos avangos nos ultimos anos das
tecnologias desenvolvidas para a producdo de
banana, a bananicultura tem sua producéo cada vez
mais limitada por vérias pragas e doengas, tendo
destaque a Murcha do Fusarium ou Mal-do-
panama. Esta doenca é causada pelo fungo
Fusarium oxyporumf. sp. cubense (Foc), o qual
apresenta acdo devastadora em milhares de
plantagdes pelo mundo (Ploetz, 2015).

O Foc pode sobreviver no solo por décadas e se
disseminar por diversas maneiras (isto €, infectar
solo, aguas superficiais, plantas e outras). O
patdégeno é capaz de penetrar diretamente pelas
células da epiderme das regides apicais e zonas de
alongamento das raizes, bem como, por meio de
ferimentos naturais causados pela emissdo de raizes
secundarias. Apds a penetracdo, o0 Foc movimenta-
se pelos vasos do xilema e coloniza o rizoma da
bananeira, causando uma coloragdo pardo
avermelhada no sistema vascular (LIU et al., 2019).

Essa patologia é de carater endémico em todas
as regides bananicultoras do mundo, e seu controle
é complexo, pois ndo ha efetividade por meio de
fungicidas. Com op¢6es limitadas para gerenciar as
doencas causadas pelo Fusarium, as cultivares
resistentes (Gongalves et al., 2019) e o uso de
produtos quimicos (Nel et al., 2007) sdo as Unicas
ferramentas para controlar a doenga em solos
infestados pelo patégeno. No entanto, variedades
resistentes abre precedentes para o surgimento de
novas racas do patdgeno (Borges et al., 2009) e o
uso de produtos quimicos causa uma série de danos
ambientais, sendo necessaria a busca por novas
alternativas de controle (Arya et al., 2018).

O uso de organismos antagonistas, incluindo
rizobactérias ndo patogénicas € um método seguro
de controle contra os  fitopatogenos,
desempenhando um papel importante contra as

principais doencas de plantas (Pandey et al., 2019).
Rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas, como as cepas Bacillus, Pseudomonas e
Actinomicetes, séo os principais colonizadores de
raizes e podem induzir a resisténcia sistémica nas
plantas contra o Fusarium (Alzandi e Naguib,
2019; Mohamed et al., 2019; Pandey et al., 2019).

As bactérias do género Pseudomonas tém a
capacidade de promover o crescimento de plantas e
também contribuir para o biocontrole de
fitopatogenos (Gamez et al., 2019; Islam et al.,
2016). Estas bactérias possuem mecanismos que
atuam dificultando o desenvolvimento de outros
microrganismos, como a sintese de siderdforos
(Arya et al., 2018), de antibidticos (Huang et al.,
2018) e a inducdo da atividade de enzimas de
defesa da planta contra os patdgenos (Alazandi e
Naguib, 2019). Estas bactérias foram testadas em
bananas das cultivares Great Dwarf e Calcuta
(Rivera-Cruz et al., 2008) e Williams (Gamez et al.,
2019). No entanto, até o momento, ndo existem
relatos de seus efeitos em bananas do subgrupo
Prata, que é de grande interesse econdmico,
principalmente para a bananicultura brasileira
(IBGE, 2017). Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a capacidade de controle de rizobactérias,
do género Pseudomonas em relacéo a atividade do
fungo Fusarium oxysporumf. sp.cubense, causador
da Murcha do Fusarium em bananeiras da cv.
Prata-Ana.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condigdes de
casa de vegetacdo, na Embrapa Mandioca e
Fruticultura, no Municipio de Cruz das Almas — BA
(12°40'19"S e 39°06'22'W', altitude de 220 m acima
do nivel do mar).

Foi avaliado o efeito de Pseudomonas no
controle do fungo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc) em mudas de bananeira da variedade
Prata-ana entre 0os meses de janeiro a maio de 2016.
Foi escolhida a cultivar Prata And devido sua
importancia para a bananicultura brasileira, sendo
esta cultivar a mais plantada na regido Nordeste,
segundo maior produtor de banana do Brasil
(IBGE, 2017). Além disso, essa cultivar se
comporta como um material moderadamente
suscetivel em relagdo ao Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc), entdo encontrar solugdes para inibir
a acdo do patogeno € de suma importancia para a
bananicultura.

Foi utilizado para a producdo do inoculo de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raga 1 o isolado
CNPMF-0801 que é o padrdo utilizado pela
Embrapa para a selecdo de gendtipos resistentes
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tanto em casa de vegetacdo quanto em campo, onde
a empresa possui em sua colecéo este material em
estudo. Isolado do género Pseudomonas spp. pré-
selecionados para ensaios de controle bioldgico
foram obtidos da colecdo do Laboratorio de
Microbiologia da mesma instituicdo. A cultura
monosporica obtida foi cultivada em meio BDA
(Batata, Dextrose e Agar) e mantido em Demanda
Bioguimica de Oxigénio (B.O.D.) a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas.

A obtengdo das mudas da cultivar Prata And
foram através de cultura in vitro do laboratorio da
propria Embrapa Mandioca e Fruticultura e
aclimatizadas por 60 dias e posteriormente
transferidas para casa de vegetacdo da unidade, e
transplantadas para sacos de polietileno com
dimensao de 20 x 30 cm, permanecendo até o inicio
das avaliagOes.

Preparo do in6culo de Focl

Para o preparo do in6culo de Foc, foram
misturados 1330 g de areia lavada, 250 g de fuba de
milho umedecido e 150 mL de agua destilada. Esse
substrato foi colocado em sacos de polipropileno de
500 cm? e esterilizado em autoclave a 120 °C por
uma hora e armazenados em locais livres de
contaminagdes até o inicio do bioensaio. Discos do
meio de cultura contendo micélios e conidios de
Foc foram adicionados a mistura, a qual foi
armazenada em B.O.D. a 25 °C, durante 20 dias
para a multiplicacdo do indculo. Apos esse periodo,
as unidades formadoras de coldnias (UFC) de Foc
foram quantificados em cémara de Neubauer
utilizando-se da técnica de diluicdo seriada.

Foi utilizado 1,0 g da mistura e colocada em um
tubo de ensaio contendo 9,0 mL de agua destilada
e, posteriormente, foram realizadas dilui¢des de 10
1,102, 103, 10* e 10°. As duas ultimas diluicdes
(10* e 10°) foram submetidas a multiplicagcédo em
placas de Petri com meio BDA. As placas foram
mantidas em B.O.D. a 25 °C por 48 horas para
posterior contagem do ndmero de unidades
formadoras de coldnias.

Preparo do in6culo de Pseudomonas

Os isolados de Pseudomonas spp. foram
removidos das placas de Petri com auxilio da alca
de Drigalsky e transferidos para um Becker com
agua destilada. Apos este procedimento, 1,0 mL da
suspensdo formada foi transferida para tubos de
ensaio para a realizacéo de diluicdes seriadas (107,
102,103, 10* e 10%).

Uma aliquota de 0,1 mL das duas ultimas
diluicbes foi transferida para placas de Petri
contendo Agar nutriente e mantidas em B.O.D a 37

°C por 24 horas para posterior quantificacdo das
unidades formadoras de colonias (UFC).
Posteriormente, as col6nias foram observadas sob
luz ultravioleta (UV), sendo realizada a
determinagdo da concentragdo inicial de cada
solugdo de bactérias, estas foram diluidas com agua
destilada até atingirem a concentragdo de 10" UFC
mL. Para conferir a concentracdo desta diluicéo, a
absorbancia da solucdo foi analisada por densidade
Optica no espectrofotbmetro, utilizando o
comprimento de onda de 490 nm.

Montagem dos experimentos

Para a avaliagdo do efeito de Pseudomonas no
controle de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc) em plantas de bananeira da cultivar Prata And
previamente isoladas em ambiente livres de ataques
de pragas e doencas, 0 delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado em casa de
vegetagdo, possuindo trés tratamentos com trés
controles e 10 repeti¢cdes (uma planta por unidade
experimental). O trabalho experimental foi
montado de duas formas distintas (dois
experimentos).

Vale ressaltar que o protocolo utilizado neste
experimento teve como base o trabalho de Vieira et
al, 2020, com modificacgdes, pois os autores citados
trabalharam com controle de Fusarium utilizando
Bacillus na cultivar Prata And. Fornecendo desta
forma, informagGes relevantes para o éxito desse
artigo.

Os tratamentos do primeiro experimento
consistiram em: T1- wuma aplicagdo de
Pseudomonas no substrato, com adi¢do de Foc sete
dias ap0s; T2- duas aplicagdes de Pseudomonas em
intervalo de sete dias no substrato e aplicacdo de
Foc sete dias ap6s a Ultima aplicagdo de
Pseudomonas; T3- Pseudomonas aplicado no
substrato no mesmo momento que Foc. Os
controles consistiram de infestacdo do substrato
apenas com Pseudomonas (C1), apenas com Foc
(C2) e sem infestacdo do substrato (C3) protocolo
ajustado de Vieira et al. (2020).

No segundo experimento, o intervalo de
aplicacbes foi o mesmo do experimento de pré-
inoculacdo, porém o Fusarium foi aplicado
primeiro e posteriormente a bactéria foi transferida
para o substrato. Os tratamentos foram: T1- uma
aplicacdo de Foc no substrato, com adicdo de
Pseudomonas sete dias depois; T2- duas aplicagdes
de Foc em intervalo de sete dias no substrato e
aplicacdo de Pseudomonas sete dias ap6s a Ultima
aplicacdo de Foc; T3- Foc aplicado no substrato no
mesmo momento que Pseudomonas. Os controles
consistiram de infestacdo do substrato apenas com
Foc (C1), apenas com Pseudomonas (C2) e sem
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infestagdo do substrato (C3). Na tabela 1, constam
0s tratamentos realizados nos  diferentes

experimentos.

Tabela 1 - Distribuicdo das diferentes amostras aplicadas em substrato com a cultivar Prata Ana.
EXPERIMENTO1 METODOS

T1* Uma aQIica(;éo de Pseudomonas no substrato, com adi¢do de Foc sete dias ap6s a
aplicacéo de Pseudomonas
T2 Duas aplicag;(”)es~de Pseudomonas no substrato e aplicacdo de Foc sete dias apés a
segunda aplicacdo de Pseudomonas
T3 Pseudomonas e Foc aplicados simultaneamente no substrato
C1 Infestacdo do substrato apenas com Pseudomonas
C2 Apenas com Foc
C3 Sem inoculacdo no substrato
EXPERIMENTO2 METODOS
T Uma aQIicac;éo de Foc no substrato, com adi¢do de Pseudomonas sete dias apds a
aplicacdo de Foc
T2 Duas aplicagc”)es~de Foc no substrato e aplicacdo de Pseudomonas sete dias apos a
segunda aplicacdo de Foc
T3 Foc aplicado no substrato no mesmo momento que Pseudomonas
C1 Infestacdo do substrato apenas com Pseudomonas
Cc2 Apenas com Foc
C3 Sem inoculagdo no substrato

*Tratamento 1 (com utilizagdo de Pseudomonas antes da aplicagdo de Foc);

**Tratamento 2 (aplicacdo de Foc antes da aplicacdo de Pseudomonas). O controle (C1, C2 e C3) foram iguais para ambos os tratamentos.

Fonte: Embrapa (2016).

Foram realizadas seis avaliacbes em intervalos
de 15 dias. A primeira avaliagdo externa foi feita
aos 15 dias apds o plantio, utilizando-se da escala
de notas proposta por Cordeiro et al. (1993),
perfazendo um total de 90 dias de avaliag&o.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacéo
com temperatura de aproximadamente 26 °C. As
variaveis avaliadas foram: o numero de folhas;
altura da planta (cm) medida entre a base do
pseudocaule até a ltima folha totalmente aberta e
o diametro do pseudocaule (cm), com o auxilio de
um paquimetro e por fim, foi calculado o indice de
severidade da doenga (ID %) proposto por
Mckinney (1923).

Para facilitar a visualizacdo dos sintomas
internos, as raizes foram lavadas em agua corrente
para a retirada do substrato e em seguida separou-
se as raizes das plantas de sua parte aérea. Essas
medidas associadas com o0s sintomas internos
foram realizadas ao final dos 90 dias ou no
momento da morte das plantas (escala 5), a partir
do corte transversal do rizoma para a analise da
descoloragcdo vascular causada pela presenca de
Foc. Com base na escala proposta por Cordeiro et
al. (1993) e citada por Gongalves et al. (2019), as
plantas receberam as seguintes notas: (1) auséncia
de descoloragdo vascular, planta sadia; (2) pontos

isolados de descoloracdo no cdmbio vascular; (3)
descoloragdo em 1/3 do cambio vascular; (4)
descoloracdo entre 1/3 e 2/3 do cdmbio vascular;
(5) descoloracéo acima de 2/3 do cambio vascular;
e (6) completa descoloracdo do cdmbio vascular.
Posteriormente, foi realizada a transformag&o para
o indice de severidade da doenca (ID %) pela
expressdao de Mckinney (1923):

1D (%) = (grau da escala X frequéncia) x 100
(%) = Z (n? total de unidades X grau maximo da escala)

Para a analise estatistica, foi estimado o indice
de severidade da doenca (ID) a partir da escala de
sintomas externos e internos, respectivamente, para
isso foi obtido através de trés repeticGes (duas
compostas por dados de trés plantas e outra
composta por quatro plantas), de forma aleatéria.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANAVA) e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico
SISVAR (Ferreira, 2011). Os dados do indice de
severidade de doenca foram transformados
em./x + 0,5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve variagOes significativas nos atributos
fisicos entre os tratamentos, independente do
experimento analisado (Tabelas 2 e 3). No primeiro
experimento, os valores médios de altura da planta,
didmetro do pseudocaule e numero de folhas das
plantas, somente diferiram entre si no Tratamento
T1 (inoculagdo com Pseudomonas e apds com
Fusarium com intervalo), o qual apresentou uma
reducdo significativa nos valores destas variaveis.
Em campo, plantas que apresentam porte reduzido
facilitam na colheita e manuseio do cacho, porém
em casa de vegetacdo plantas mais baixas podem
apresentar tamanho reduzido, devido ao constante
ataque de patdgenos (Roque et al., 2014).

N&o houve diferencas significativas entre 0s
controles para as variaveis altura do pseudocaule,
namero de folhas e didametro do pseudocaule, nem
mesmo o controle C2, onde ocorreu a aplicacéo
apenas de Foc. Cabe ressaltar, que plantas com
incidéncia ou severidade de murcha de Fusarium
tendem a apresentar menores numeros de folhas e

pseudocaule mais fragil e de tamanho reduzido,
como pode ser verificado no tratamento T1 das
tabelas 2 e 3, onde todas as varidveis apresentaram
reducéo significativa.

O estudo de poucas variaveis séo justificaveis,
pois alguns trabalhos relatam que ndo ha a
necessidade de avaliar um grande numero de
caracteres devido a sua pouca importancia ou
pouco peso nas anélises do trabalho, como pode ser
visto nos trabalhos de Pereira et al. (2012), que
utilizaram o método para selecionar variaveis
capazes de discriminar diploides melhorados;
Branddo et al. (2013) eliminaram 20 dos 27
descritores quantitativos utilizados na
caracterizacdo de acessos de bananeira, Roque et al.
(2014) descartaram aproximadamente 70% das
caracteristicas agronémicas utilizadas para a
fenotipagem de cultivares de bananeira e
Gongalves et al. (2019), eliminaram 22 das 31
varigveis agrondmicas em seu estudo com
bananeiras do tipos diploides, triploides e
tetraploides.

Tabela 2 - Teste de médias entre trés caracteristicas agrondmicas e indice de severidade da doenca (ID) na
cultivar Prata And infestada por Pseudomonas e depois por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) sob

condicdes de ambiente controlado.

Tratamentos Altura (cm) Numero de folhas  Didmetro (cm) ID! (%)
T1 10,80b* 1,40b 0,53b 33,33a
T2 30,80a 4,70a 1,10a 35,56a
T3 27,50a 3,80a 1,05a 28,89a
C1 30,80a 3,90a 0,99 0,00b
Cc2 34,70a 3,90a 0,97a 27,78a
C3 28,80a 4,00a 1,09a 0,00b

T1 - Pseudomonas + Foc com intervalo; T2 — Pseudomonas + Pseudomonas + Foc com intervalo; T3 — Pseudomonas + Foc sem intervalo;
C1 - Apenas Pseudomonas; C2 — Apenas Foc; C3 — Sem infestagdo. *Médias seguidas com diferentes letras minusculas na coluna diferem

entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey. ‘Dados de ID originais ndo transformados.

Em relagdo as avalia¢des do indice de severidade
da doenca, ndo houve diferengas significativas
entre os tratamentos T1, T2 e T3 e ndo diferindo do
controle C2, onde foi aplicado somente o Foc. Com
este resultado, pode-se inferir que os tratamentos
com Pseudomonas, mesmo quando aplicado duas
vezes, ndo apresentou controle sobre o Foc. Cabe
ressaltar, que os controles C1 (somente
Pseudomonas) e C3 (sem infestacdo) néo
apresentaram sintomas da doenca, mostrando que
ndo houve contaminagcdo com o fungo nestes
tratamentos.

As plantas dos tratamentos T1, T2 e T3, mesmo
apresentando indices de doenca semelhantes,
apresentaram diferentes respostas externas. O
decréscimo das variaveis morfologicas no
Tratamento T1, comparado aos outros tratamentos,
pode estar associado ao maior desenvolvimento do
Fusarium no substrato ou a producao ineficiente de
compostos quimicos inibidores de Pseudomonas
para controlar o Foc. Neste tratamento, foi
observado um intenso amarelecimento nas folhas,
tipicos dos sintomas da Murcha do Fusarium
(Figura 1).
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T1- uma aplicagéo de Pseudomonas no substrato, com adicéo de Foc sete dias ap6s; T2- duas aplicagdes de Pseudomonas no substrato
(aprimeira no diaum e a segunda com sete dias ap6s a primeira) e aplicacdo de Foc sete dias ap6s a segunda aplicagéo de Pseudomonas;
T3- Pseudomonas e Foc aplicados simultaneamente no substrato. Os controles consistiram de infestacdo do substrato apenas com
Bacillus (C1), apenas com Foc (C2) e sem inoculagédo no substrato (C3). Apds periodo de 14 dias de incubagdo do substrato inoculado

por Foc e Bacillus.

Figura 1 - Sintomas externos e interno da murcha de Fusarium, do primeiro experimento, apds avaliacdo da
interacdo Pseudomonas e Fusarium oxysporum f. sp. cubense, na cultivar Prata-and

Apos a infecgdo do Foc, o patdgeno se move
pelos vasos do xilema e coloniza o rizoma da
bananeira, o que resulta na descoloragéo interna do
sistema vascular. Posteriormente, a colonizac¢éo do
patégeno ocasiona murchas vasculares, que tem
inicio com o surgimento de manchas verde-claras e
listras  marrom-avermelhadas  nos  tecidos
vasculares da base do peciolo (Ploetz, 2015; Li et
al, 2017). O sintoma mais comum é o
amarelecimento da borda de folhas mais velhas
para as mais novas e quando a doenga se encontra
em estagios mais avancados, ocorre a colonizagdo
do tecido parenquimatoso adjacente, com producao
elevada de conidios e clamiddsporos (Ploetz, 2015;
Lietal., 2017).

No presente trabalho, os tratamentos T1, T2, T3
e o controle C2 apresentaram danos externos na
planta caracteristicos da infeccdo causada pelo Foc
(Figura 1). A ineficiéncia do tratamento com
Pseudomonas uma semana antes da aplicacdo do
Foc sugere que a producdo de compostos quimicos
por parte da bactéria, capazes de inibir o patégeno,
pode ter sido baixa e seu tempo de resposta foi
ineficiente, sugerindo assim um tempo maior de
avaliagdo. Além disso, esses compostos podem ter
diminuido ou apresentado baixa vida atil antes da
inser¢do do Foc no meio, ocasionando resultados
mascarados. Quando se leva em consideracdo os
aspectos epidemioldgicos de murcha de Fusarium

e a ecologia da maioria das plantacdes de banana,
fica evidente que o manejo para a murcha de
Fusarium é bastante complexo (Gongalves et al.,
2019).

Na segunda parte do experimento, (Foc é
aplicado antes da Pseudomonas) a variavel “altura
da planta” apresentou comportamento semelhante
entre os tratamentos, ou seja, ndo houve diferengas
estatisticas entre eles (Tabela 3). Sua variacdo foi
entre 23,20 cm (T1) a 2540 cm (T2),
respectivamente.  Quando se analisa o
comportamento dos controles do experimento 2
nota-se que houve destaque do C1 e C3 para altura
da planta. Para o C2 (apenas com Foc) o valor foi
inferior aos demais, como ja era esperado. Corréa
et al. (2010) trabalhando com Fusarium em alface
hidropbnica  apresentaram  resultados  de
crescimento das plantas semelhantes aos
encontrados no presente trabalho, apresentando
ainda murcha das folhas, clorose e podriddo
radicular. Vieira et al.,, (2020) avaliando a
eficiéncia de dosagens de aplicagBes de Bacillus
spp. para controle do Foc em banana demostraram
que é vidvel economicamente utilizar biocontrole
como agente antagonista a Murcha de Fusarium,
além disso, eles demonstraram que o uso desse tipo
de biocontrole é capaz de inibir o crescimento e
ataque do Foc, quando usado em dosagens
aplicadas sete dias antes do indculo.
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Tabela 3 - Teste de médias entre trés caracteristicas agrondmicas e indice de severidade da doenca (ID) na
cultivar Prata And infestada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) e depois por Pseudomonas sob
condigdes de ambiente controlado

Tratamentos Altura (cm) Numero de folhas Diametro (cm) ID! (%)
T1 23,20b* 4,50a 1,02a 55,00a
T2 25,40ab 3,40b 0,99 55,56a
T3 24,60ab 4,40ab 0,95a 14,44c
C1 29,402 4,70a 1,05a 0,00d
C2 23,60b 4,50a 0,91a 32,22b
C3 29,702 3,80ab 1,04a 0,00d

T1- Foc + Pseudomonas com intervalo; T2 — Foc + Foc + Pseudomonas com intervalo; T3 — Foc + Pseudomonas sem intervalo; C1 —
Apenas Pseudomonas; C2 — Apenas Foc; C3 — Sem infestagdo. *Médias seguidas com diferentes letras mindsculas na coluna diferem entre

si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey. 'Dados de ID originais néo transformados.

Para 0 numero de folhas o tratamento T1 se
destacou, sendo superior aos demais, assim como o
controle C1, tendo como indicativo que a aplicagdo
de Foc de alguma forma acelera a producéo de
folhas nas plantas, podendo ainda ser considerado
como um meio de sobrevivéncia e perpetuagdo da
espécie. Ndo houve variagdo no didmetro do
pseudocaule entre os tratamentos e os controles,
formando apenas um grupo.

Com relacéo ao ID, houve a formagédo de quatro
grupos, onde todos os tratamentos que foram
infectados por Foc  demonstraram 0
desenvolvimento da doenga com alteracGes
significativas resultantes dos sintomas internos da
doenca. No entanto, o tratamento T3 (sem intervalo
de tempo entre a aplicagdo dos dois inoculos)
resultou em melhor controle da doenca e,
consequentemente, em menor ID (Tabela 3).
Embora a doenga tenha se manifestado e sua

intensidade tenha sido significativamente reduzida,
esse controle ndo demonstra ser uma alternativa
viavel a campo. Considerando que o Foc ja esteja
no solo, a hipétese de inocula¢do da Pseudomonas
logo apoés a detecgdo do Foc no substrato e/ou no
solo no campo é remota. No entanto, em condi¢des
de casa de vegetacdo, este tratamento mostrou-se o
mais efetivo.

Nos tratamentos T1 e T2 as plantas apresentaram
amarelecimento  progressivo  das  folhas,
caracteristico da doenca, bem como o
enegrecimento do pseudocaule (Figura 2). Os
sintomas da doenca apresentados  nestes
tratamentos sugerem que o tempo de inoculacdo
e/ou a quantidade de bactérias presente no substrato
ndo foi suficiente a inibicdo do Foc,
independentemente da quantidade do fungo
inoculada.

T1- uma aplicacdo de Foc no substrato, com adi¢do de Pseudomonas sete dias apds; T2- duas aplicacfes de Foc no substrato (a primeira
no dia um e a segunda com sete dias ap6s a primeira) e aplicacdo de Pseudomonas sete dias apds a segunda aplicacdo de Foc; T3- Foc e
Pseudomonas aplicados simultaneamente no substrato. Os controles consistiram de infestagcdo do substrato apenas com Bacillus (C1),
apenas com Foc (C2) e sem inoculagdo no substrato (C3).

Figura 2 - Sintomas externos e internos da murcha de Fusarium, do segundo experimento apds avaliacdo da
interagdo Fusarium oxysporum f. sp. cubense e Pseudomonas na cultivar Prata-ana.
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No presente estudo percebe-se que, mesmo
quando Foc é aplicado antes de Pseudomonas,
como verificado no experimento 2, as plantas
apresentaram sintomas caracteristicos da doenca
causada pelo fungo, ndo sendo verificada eficiéncia
para a reducdo do indice de doenca (ID) (Tabela 3).
A ineficiéncia do controle do desenvolvimento do
fungo pela bactéria pode ser explicada pela
colonizacéo ineficiente da Pseudomonas nas raizes
das plantas de bananeira. A colonizacdo das
rizobactérias é muito importante para o controle
efetivo de patdgenos do solo, incluindo o Foc
(Ploetz, 2015). Estudos indicam que a colonizagéo
por P. fluorescens Ps006, por exemplo, é escassa,
sem colbnias visiveis, especialmente quando
observadas por microscopia confocal apos
coloracdo com FISH (Gamez et al., 2019). Isso
pode indicar que essa linhagem requer um tempo
maior para se aderir firmemente as raizes da
bananeira comparadas com outras rizobactérias,
e.g., B. amyloliquefaciens Bs006. No entanto,
observando os valores e comportamentos do
tratamento T3 de ambos 0s experimentos, acredita-
se que fatores como a viabilidade do in6culo pode
ter interferido nas diferencas encontradas,
considerando-se que houve uma reducdo quando a
Pseudomonas foi empregada logo a adi¢ao do Foc.

Embora apenas o tratamento T3, do segundo
experimento tenha sido eficiente, outros trabalhos
utilizando Pseudomonas fluorescentes, tiveram
resultados significativos no controle da murcha do
Fusarium na cultura da bananeira (Gamez et al.,
2019). Estes trabalhos relatam que o controle do
Foc pela bactéria Pseudomonas pode estar
associado, principalmente a produgdo de
siderdforos pela bactéria, que tem a capacidade de
limitar a quantidade de ferro disponivel ao
crescimento do patégeno (Arya et al., 2018;
Lecomte et al., 2016), ou também por meio da
producdo de enzimas liticas capazes de degradar a
parede das células fungicas (Durairaj et al., 2018).

Diferengas encontradas nos inimeros estudos
podem estar relacionadas com a composicdo e
condig&o do meio utilizado, a reducéo na sobrevida
do controle, condi¢bes climaticas, tempo de
inoculagdo, entre outros, que necessitam ser
investigados. Diante disso, este trabalho evidenciou
que o controle de Foc com a bactéria do género
Pseudomonas nao foi eficiente, nem como controle
preventivo, nem no controle curativo da doenga,
exceto quando esta intervencdo foi direta.

Corréa et al. (2010), ao dobrar a dose de
Pseudomonas em seu experimento, foi detectado
um nivel significativo de controle da murcha de
Fusarium, aumentando a massa da planta e
diametro do pseudocaule em até 6,0 %, tendo como
mecanismos de acao a producdo de antibidticos e a

competicdo por espago e nutrientes com 0s
patdgenos.

Outros trabalhos demostram a importancia da
pré-selecdo das cepas de Pseudomonas, quanto a
capacidade de producdo de siderdforos, antes do
uso da bactéria como biocontrole do Foc. Estes
estudos indicam que cepas de Pseudomonas
suprimem a Murcha do Fusarium, principalmente
pela competicdo pelo ferro na rizosfera, sendo a
producdo de sideréforos essencial, conferindo
vantagens competitivas as bactérias. Além disso, a
producdo de siderdforos pela bactéria depende do
teor de ferro, pH e temperatura do meio (Aryaetal.,
2018), sendo essencial o controle eficiente das
condigdes do experimento e/ou do cultivo da
bananeira. Concomitantemente, o ajuste da acidez
do solo, por meio de fertilizantes alcalinos, € uma
caracteristica correlacionada positivamente com a
supressdo da doenca da Murcha do Fusarium em
bananas (Huang et al., 2019), podendo ser um
manejo adequado para melhorar a eficacia do
biocontrole utilizado.

Novos estudos devem ser realizados para melhor
entendimento do comportamento da Pseudomonas
e seu poder antagonista junto ao fungo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense na cultura da bananeira
“Prata Ana”, devendo ainda ser testadas com outras
cultivares mais resistentes e mais suscetiveis ao
ataque da murcha de Fusarium.

CONCLUSOES

A utilizacdo de bactérias do género
Pseudomonas spp., para controle biolégico é uma
alternativa economicamente viavel. A aplicagdo da
bactéria sem intervalo de tempo depois de aplicado
0 Fusarium, demonstrou melhor biocontrole do
fungo em planta de bananeira da cv. Prata Ané.
Entretanto, estudos quanto a selecéo eficiente das
cepas das bactérias utilizadas no biocontrole, o
periodo de aplicacdo, quantidade a ser aplicada,
viabilidade dessas bactérias ap6s transferéncia para
0 solo, bem como as condi¢Bes do meio de cultivo
da bananeira, precisam ser mais estudados, tendo
em vista que, apenas um dos tratamentos teve agéo
eficaz.
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ABSTRACT

Keywords
plant residues
decomposition
mineralization
uptake

A field experiment was designed to determine the effect of mineralized nitrogen (N) through the
decomposition of leafy biomass of agroforestry tree species as residues to underscore its uptake by
maize under Sudan savannah conditions. The experiment was laid out as 3 x 4 x 2 factorial in a split-
split plot design with three replicates for two cropping seasons. The factors considered include:
control, biomass species (Albizia lebbeck and Parkia biglobosa) as main plots, four levels of nitrogen
fertilizer (0, 40, 80, 120 kg N ha') as sub-plots, and two maize varieties (DMR-ESR-7 and 2009
EVAT) as sub-sub plots. Data were analysed using Analysis of Variance (ANOVA). Chemical
composition of A. lebbeck biomass had higher average contents of N (32.4 g kg) and C (186.4 g kg
1 and lower average C: N ratio (57.5) than P. biglobosa and this affected their decomposition rates,
hence, A. lebbeck decomposed faster than P. biglobosa. 56 % of N in the litter bags were released
within the first 2 weeks of biomass incorporation and progressively increased up to 10 weeks after
planting (WAP). Total N uptake by maize was lowest (2.8 kg N ha) in P. biglobosa and was highest
(8.6 kg N hal) in A. Iebbeck amended plots. It is then concluded that total N uptake by maize crop
increased rapidly between 4-6 WAP, and the impact was obvious in plots amended with A. lebbeck
biomass than in P. biglobosa plots during the two cropping seasons.

RESUMO

Palavras-chaves
residuos vegetais
decomposicédo
mineralizagdo
absorcéo

Efeito do nitrogénio mineralizado através da decomposi¢do de residuos vegetais na absorcao de
milho (Zea mays L.) na zona ecoldgica da savana sudanesa da Nigéria. Um experimento de campo
foi projetado para determinar o efeito do nitrogénio mineralizado (N) através da decomposigdo da
biomassa foliar de espécies de arvores agroflorestais como residuos para destacar sua absorcéo pelo
milho em condicdes de savana do Sud&do. O experimento foi estabelecido como fatorial 3 x 4 x 2 em
um delineamento de parcelas subdivididas com trés repeticdes para duas safras. Os fatores considera-
dos incluem: controle, espécies de biomassa (Albizia lebbeck e Parkia biglobosa) como parcelas
principais, quatro niveis de fertilizante nitrogenado (0, 40, 80, 120 kg N ha) como subparcelas e
duas variedades de milho (DMR -ESR-7 e EVAT 2009) como sub-subparcelas. Os dados foram
analisados por meio de Analise de Variancia (ANOVA). A composi¢do quimica da biomassa de A.
lebbeck apresentou maiores teores médios de N (32,4 g kg™) e C (186,4 g kg™*) e menor relagdo C:N
média (57,5) do que P. biglobosa e isso afetou suas taxas de decomposicéo, portanto, A. lebbeck se
decompds mais rapido que P. biglobosa. 56% do N nos sacos de lixo foram liberados nas primeiras 2
semanas de incorporagdo da biomassa e aumentaram progressivamente até 10 semanas apés o plantio
(WAP). A absorcéo total de N pelo milho foi menor (2,8 kg N ha-1) em P. biglobosa e maior (8,6 kg
N ha') em parcelas corrigidas de A. lebbeck. Conclui-se entdo que a absorcéo total de N pela cultura
do milho aumentou rapidamente entre 4-6 WAP, e o impacto foi dbvio em parcelas alteradas com
biomassa de A. lebbeck do que em parcelas de P. biglobosa durante as duas safras.
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INTRODUCTION

Maize (Zea mays L.) has been relatively a
major staple food and is useful in human diet and
animal feeds across Africa. It has been the most
widely adapted and accepted cereal in the world
with production of 872.8 million metric tonnes in
2012, followed by rice and wheat (FAO, 2014).
Nigeria happens to be second in Africa after South
Africa to produce maize of about 9.4 metric
tonnes which represent 1.1 % of the world’s total
maize production in 2012. Considering world total
cereal in 2012, it was discovered that, maize was
the first most vital cereal in Nigeria followed by
sorghum and millet (FAO, 2014).

Maize is a multi-purpose crop that can be
utilized as food, livestock feed and fuel, and for
manufacturing starch, flakes, alcohol, salad oil,
soap, varnish paint, and painting and similar
products (Biswas et al., 2009). The demand for
maize is rapidly increasing day by day worldwide.
It is expected to be increased further with the
establishment of maize-based food industries,
poultry, dairy and fish farms. But, its production is
still low due to declining in soil fertility,
especially nitrogen (N) couple with some other
environmental factors (Oyebamiji et al., 2020).

Soil infertility has been the major challenge for
small holder farmers in terms of maize production
in any semi-arid zones (Osuji et al., 2010), and
this has invariably increased poverty and food
insecurity too. Meanwhile, legume tree based
agroforestry trees has the capacity to improve soil
quality (Osuji et al., 2010; Oyebamiji et al.,
2017¢), improve nutrient cycling, support
microbial N fixation, increase soil N availability,
improve soil fertility, crop yields, and also support
long-term nutrient balance in semi-arid lands
(Jama and Zeila, 2005; Rosenstock et al., 2014).

Fertilizer agroforestry trees improve soil for
better productivity of maize vyield and it
components due to N fixation and recovery of
leached nutrients (Akinnifesi et al., 2008). Plant
residues equally have other beneficial effects on
crop yield as they can improve availability and
uptake of nutrients such as phosphorus.
Application of plant biomass or residues from
fertiliser trees as green manure also contribute to P
availability, either directly by releasing tissue P
during decomposition and mineralisation or
indirectly by acting on chemical processes that
regulate P adsorption-desorption reactions (Mweta
et al., 2007).

Chemical fertilizers have been reported to
increase  cereal rooting depth and root
proliferation. However, few small holder farmers
cannot afford chemical or mineral fertilizers, and
those who can afford hardly use the recommended

rates (Mugwe et al., 2009). Moreover, the little
fertilizer available when added to the soil is often
utilised with poor efficiency (Vanlauwe et al.,
2010) due to environmental or soil-related factors
(e.g. P fixation by sesquioxides, leaching and
volatilization of N etc.) as well as management
factors (e.g., poor timing or placement of
fertilizer). In the opposite, the use of locally
available manure is also limited by its low quality
and quantity (Bationo and Waswa, 2011).

The uptake of nutrients and their distribution to
various parts of maize plants have been noted to
be influenced by factors like fertility of the native
soil, application of chemical fertilizers, the growth
stage of the plant and the environmental
conditions Hussaini et al. (2008). Decomposition
of plant material is key process in the control of
nutrient cycling and formation of soil organic
matter (Oyebamiji et al., 2018). Nutrient release
during decomposition of litters or residues
increases plant available nutrients (Koorem et al.,
2011). Plant litter input also constitutes the main
resource of energy and matter for the community
of soil organisms (Hattenschwiler et al., 2005) that
improve nutrient cycling process.

MATERIALS AND METHODS
Study area

The study area is Makera, a village in Dutsinma
Local Government Area of Katsina State, having
an area of 527 km?, altitude of 605 m and a
population of 169, 671 and is found within
Latitude 12°27'18" N and Longitude 07°29'29" E.
It is also found in the basement complex derived
soils of Katsina State (Oyebamiji et al., 2018). The
area receive an annual rainfall of 700 mm, which
is spread from May to September. The mean
annual temperatures range from 29-31° C. the high
temperature normally occurs in April/May and the
lowest in December through February (Tukur et
al., 2013).

Experimental design

The experiment was laid in split-split plot
design in 3 x 4 x 2 factorials with three replicates.
The plot dimension was 4 m x 3 m. Leafy biomass
of Albizia lebbeck and Parkia biglobosa were
pruned and incorporated fresh into the soil at the
rate of 6 kg for each of each species biomass plots
(B: and B, for A. lebbeck and P. biglobosa
respectively).  There are plots  without
incorporation of leafy biomass (Bo), referred to as
control. The leafy biomass was incorporated into
the soil for two planting seasons (2014 and 2015).
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Four levels of N fertilizers were split applied as:
No, 0 kg N ha* (control); N1, 40 kg N ha*; N, 80
kg N ha*; N3, 120 kg N ha* and half were applied
at 2 weeks after planting (WAP). The remaining
quantity was applied 5 WAP. The two varieties of
maize used (DMR- ESR- 7 (Yellow Maize) and
2009 EVAT (White Maize) were obtained from
Katsina State Agricultural and Rural Development
Authority (KTARDA). The two maize varieties
were planted; two maize seeds were planted per
hole, at equal depth and it was later thinned to one
2 WAP by conventional spacing of 75 cm x 25 cm
two weeks after the incorporation of leafy biomass
of A. lebbeck and P. biglobosa into the soil, to
make the total plant population of 64 stands per
plot.

Plant tissue analysis of the agroforestry tree
species

Samples of pruned leaves of A. lebbeck and P.
biglobosa were air dried at a room temperature
and ground to be analysed for their initial contents
of N, C, lignin and polyphenols. Total N was
analysed by Macro-Kjeldahl digestion, followed
by distillation and titration (Brandstreet, 1965;
Anderson and Ingram, 1993). Lignin was
determined by the Acid Detergent Fibre (ADF)
method as outlined in (Anderson and Ingram,
1993). The polyphenol was extracted in hot (80°
C) 50 % aqueous methanol and determined
calorimetrically with tannic acid as a standard
measurement (Hagerman, 1988; Anderson and
Ingram, 1993).

Leaf biomass decomposition

Fifty grammes of the tree-leafy biomass from
all the treatments that received biomass
application was placed in 1-mm mesh size litter
bags and buried into the soil at a depth of about 15
cm at the time of maize planting (beginning of the
season). One bag per replicate containing residues
from each species was randomly removed from
the soil in each plot at 2, 4, 6, 8 and 10 weeks after
planting (WAP). The contents in the bags were
cleaned with water, oven dried at 65° C to constant
weight, and dry weights were recorded.

Estimation of leaf biomass decomposition and
N mineralization rate were carried out as follows:

Y = e—kt,

where
Y is the percent remaining of initial weight of

material at time

t in weeks

k is the rate of decomposition/N release per
week (rate constant).

The k values were estimated using ANOVA in
SAS (2003). Nitrogen released (RLS) over time
were calculated following the formula by
Giashuddin et al. (1993):

% N RLS = 100 — % of original N content
remaining (No) where,

No = (% N atime t) X % of original weight remaining
(% N at time 0)

Maize crop N uptake

Destructive random maize sampling was done
at 4, 6, 8, and 10 weeks after planting (WAP)
maize to determine N concentration in the plant
tissue. Sampling was done outside of the net plots.
The total dry matter weight per plant of the
harvested plants was used to determine N uptake
by maize crop growth.

The cob was not included in the plant materials
that were used for the analysis. The samples were
cleaned with water (where necessary) and oven
dried at 65° C to constant weight after which they
were ground to first pass through a 2-mm and
finally through a 0.5 mm sieve. The resulting
powder was then kept in plastic air tight bottle
sand stored in a cool dry place awaiting chemical
analysis. Nitrogen concentration in the samples
was analyzed following the methods outlined by
Parkinson and Allan (1975). Nitrogen uptake was
there after calculated by this equation:

Y=AXB

Where Y = percentage nitrogen uptake by maize
A = dry matter yield of maize
B = N concentration

Data collection method

Five maize plants were randomly selected
within each of the net plots of 4 m x 1.5 m (6 m?)
with a tag for periodic observations at 4, 6, 8 and
10 WAP during the crop growth cycle for both pre
and post- harvest data collection.

Soil sample collections

Soil sample collections from the depth of 0-30
cm which were randomly taken in each plot in
2014, were analyzed as described below. Soil pH
was determined in 0.01M CaCl, by using a soil
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solution ratio of 1: 2.5 by means of a Philip
analogue pH meter. The soil was determined using
the pH meter (Black, 1965). The organic carbon
content of soil was determined by the wet
oxidation method of Walkley-Black as described
by Allison (1965). The total nitrogen content of
the soil was determined by Micro Kjeldahl
procedure Bremner (1965). C: N was computed as
ratio of N to C. Available phosphorus (P) was
extracted by the Bray 1 method. The P
concentration in the extract was determined
colorimetrically by using the Spectronic 20 and
absorption was read-off as described by Bray and
Kurtz (1945) and modified by Murphy and Riley
(1962). Exchangeable K, Ca and Mg were
extracted using ammonium acetate. K was
determined on flame photometer and Ca and Mg
by Atomic Absorption Spectrophotometer (AAS).

Statistical analysis

Data were analysed using Analysis of Variance
using Statistical Analysis System (SAS, 2003)
computer package at 5 % level of significance to
determine differences in the treatment and

interaction effects. The Duncan's Multiple Range
Test (Duncan, 1955) was used to separate means
of significant differences among the treatments.

RESULTS

Selected soil physical and chemical properties
before planting

The physical and chemical analysis of the top
soil (0-30 cm depth) of the experimental site
before planting in 2014 and 2015 as determined by
standard procedures showed that, the soil was
sandy loam with the following properties: pH
(0.01M CaCly), 4.1, 4.2; organic carbon, 5.3 g kg’
1/5.46 g kg'*; total nitrogen, 0.4 g kg?, 0.45 g kg'?;
ammonia-nitrogen, 23.99 mg kg*, 24.68 mg kg*;
nitrate-nitrogen, 26.38 mg kg*, 27.79 mg kg*,
available phosphorus, 7.94 mg kg?, 7.96 mg kg*;
and exchangeable cations (c mol kg?) of Ca*,
6.25, 6.36; Mg?*, 1.01, 1.11; K*, 0.2, 0.32; Na",
0.35, 0.41; and CEC, 7.96, 8.34 ¢ mol kg ! (Table
1).

Table 1 - Soil physical and chemical properties before establishment of the experiment at the study site

Soil properties 2014 2015
Particle size (g kg?)

Sand 88.60 85.75
Silt 4.00 3.89
Clay 7.40 7.33
Textural class Sandy loam Sandy loam
Chemical properties

pH (0.01M CaCl,) 4.10 4.20
Organic carbon (g kg?) 5.30 5.46
Total nitrogen (g kg?) 0.40 0.45
NH4*N (mg kg™ 23.99 24.68
NOs'N (mg kg?) 26.38 27.79
Available phosphorus (mg kg?) 7.94 7.96
Exchangeable cations (¢ mol kg™?)

Ca 6.25 6.36
Mg 1.01 1.11
K 0.20 0.32
Na 0.35 0.41
CEC 7.96 8.34

NHs*N: Ammonia-nitrogen, NO3'N: Nitrate-nitrogen. Ca: Calcium, Mg: Magnesium, K: Potassium, Na: Sodium, CEC: Cation Exchange

Capacity.
Chemical composition of leafy biomass of the
two agroforestry species

The leaves of A. lebbeck contained more N
(leading to lower C: N ratio) than P. biglobosa. A.

lebbeck had the highest concentration of lignin
with mean value of 110.6 g kg?, while, P.
biglobosa had highest concentration of C: N ratios
with mean value of 63.0. The result showed that P.
biglobosa had low N and C contents (Table 2).
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Table 2 - Initial chemical composition of the biomass of A. lebbeck and P. biglobosa plant species

Component N(g kg™) C (g kg?) Lignin (g kg Polyphenol (g kg™) C:N
Albizia lebbeck

2014 33.2a 186.2a 113.7a 6.5b 56.0b
2015 31.6a 186.5a 107.4a 4.8b 59.0b
Means 32.4a 186.4a 110.6a 5.7b 57.5b
Parkia biglobosa

2014 28.5b 178.1b 83.5b 8.7a 62.0a
2015 24.4b 155.2b 81.3b 6.3a 64.0a
Means 26.5b 166.7b 82.4b 7.5a 63.0a

N= Nitrogen; C= Carbon; C: N= Carbon/N ratio

Means followed by the same letter(s) within the same column and treatment are not significantly different (p > 0.05).

Decomposition patterns of plant residues

Generally, there was a rapid loss of mass from
the litter bags during the first two weeks after
planting (2 WAP) for the two species (Figure 1) in
this order A. lebbeck (38.2 g) < P. biglobosa
(28.16 g) compared to initial weight of 50 g. At
four weeks after planting (4 WAP), A. lebbeck had

50 +

lost 42.19 g of its initial weight, while, 30.04 g of
P. biglobosa had been decomposed. At 6 WAP,
the rate of mass loss due to decomposition
declined in both species. Though, A. lebbeck
continued to decompose faster than P. biglobosa.
The rate of decomposition increased with increase
in the number of weeks after planting.

4

o

—

40 -

30 -

N
o
1

mass (g)

Decomposition of litter

L 2

—o— Albizia

Parkia

Week 2 Week 4

Week 6

Week 8 Week 10

Time (weeks) after incorporation into the soil
Figure 1 - Loss weight of A. lebbeck and P. biglobosa leafy biomass over a period of 10 weeks

Decomposition factors of plant residues

The plant materials investigated showed
variations in their rate and pattern of
decomposition during 2014 and 2015 cropping
seasons. The leaves of A. lebbeck contained
significantly (p < 0.05) higher N (leading to lower
C: N ratio) than P. biglobosa. P. biglobosa leaves
had significantly (p < 0.05) lower concentration of
lignin (LG) and lignin plus polyphenol (PP):
nitrogen (N) (LG+PP: N) ratio in 2014 compared
with A. lebbeck, but A. lebbeck and P. biglobosa

had similar values in 2015. Also, P. biglobosa had
higher concentration of PP: N ratio than A.
lebbeck. On the other hand, A. lebbeck had the
significantly (p < 0.05) higher concentration of
LG, while, P. biglobosa had higher concentration
of C: N ratios. A. lebbeck had higher rates of
(LG+PP): N in 2014 and was constant in 2015.
However, A. lebbeck and P. biglobosa had similar
concentrations of LG: N in 2014, but the value for
A. lebbeck was significantly (p < 0.05) higher than
that of P. biglobosa in 2015 (Table 3).

Table 3 - Decomposition rate patterns of A. lebbeck and P. biglobosa leafy biomass during the maize

growing seasons of 2014 and 2015

Season  Residue C LG gig-l C:N LG:N __ PP:N___ (LG+PP):N

2014  Albizia  3320a 186.20a  113.70a 654b  56.00b  30.00a  2.00b  40.00a
Parkia ~ 2850b 178.10b  83.50b 8678  62.00a  30.00a  3.00a  30.00b

2015  Albizia  31.60a 186.50a  107.40a  4.84b  59.00b  34.00a  2.00b  36.00a
Parkia  24.40b 155.20b  81.30b  6.38°  64.00a  33.00b  3.00a  36.00a

Abbreviation: LG = lignin; PP = polyphenol; N = nitrogen; C = organic carbon
Means followed by the same letter within a column in a particular season are not significantly different at 5 % level of probability.
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Effect of nitrogen uptake on maize

The combined mean of 2014 and 2015 cropping
seasons revealed that, N uptake was comparable
among the treatments across the periods of
experiments. At 4-8 WAP, there was progressive
and significant increase of N uptake by maize and
declined at 10 WAP in some treatments. At 4
WAP, treatment 12 (A. lebbeck plots and 120 kg N
ha® with DMR-ESR-7 maize variety (BIN3V1)
had significantly higher value (0.5 kg N ha) than
P. biglobosa (0.4 kg N ha*) and control (0.2 kg N
hal). At 6 WAP, treatment 16 (A. lebbeck plots
and 120 kg N ha* with 2009 EVAT maize variety
(BIN3V2) had significantly higher value (2.5 kg
N ha?) uptake of maize than control and Parkia.
At 8 WAP treatments 8 and 11 (plots without
biomass and 120 kg N ha?® with 2009 EVAT
maize variety (BON3V2 and A. lebbeck plots and

80 kg N ha' with DMR-ESR-7 maize variety
(BIN2V1) had significantly higher value (3.4 kg
N ha?') of N uptake in maize than P. biglobosa
(1.1 kg N hal). At 10 WAP, treatment 8 (plots
without biomass and 80 kg N ha® with DMR-
ESR-7 (BON2V1) produced significantly (p <
0.05) higher value (3.1 kg N ha™) than A. lebbeck
(2.6 kg N ha') and P. biglobosa (1.8 kg N ha).
Total N uptake was comparable in many
treatments, however, treatment 8 (plots without
biomass and 120 kg N ha' with 2009 EVAT
maize variety (BON3V2) had significantly (p <
0.05) higher value (9.2 kg N ha™) of N uptake in
maize than A. lebbeck (8.6 kg N ha?) and P.
biglobosa (2.8 kg N ha). However, the values of
N uptake ranged from 2.8 kg N ha to 8.6 kg N
ha' that is, in P. biglobosa and A. lebbeck
respectively (Table 4).

Table 4 - Nitrogen taken up by maize at different sampling periods during 2014/2015 growing seasons at

Makera in combined means

Uptake (kg N ha!) at different sampling period (WAP)

Treatment 2 6 8 10 Total

1 BONO V1 0.1lef 0.9fg 1.4efg 1.4ab 3.9fgh
2 BON1V1 0.1def 0.8g 1.1fg 1.5ab 3.6fgh
3 BO N2 V1 0.3a-f 1.7b-f 2.2b-g 2.8ab 7.0a-e
4 BO N3 V1 0.2a-f 1.4c-g 2.2b-g 2.2ab 6.0b-g
5 BO NO V2 0.2b-f 1.2efg 2.0b-g 2.0ab 5.4c-g
6 BO N1 V2 0.3a-f 1.4c-g 2.2b-e 2.3ab 6.2a-f
7 BO N2 V2 0.3a-f 1.3d-g 1.7d-g 2.6ab 5.9b-h
8 BO N3 V2 0.3a-f 2.4ab 3.42 3.1a 9.2a

9 B1NOV1 0.2c-f 0.9f-g 1.19 1.3ab 3.5fgh
10 B1IN1V1 0.2b-f 1l.4c-g 1.8d-g 1.4ab 4.7d-h
11 B1N2V1 0.4abc 2.3ab 3.42 2.4ab 8.5abc
12 B1N3V1 0.5a 2.4ab 2.6a-e 2.4ab 7.8a-d
13 B1 NO V2 0.3a-¢ 2.1abc 2.5a-e 2.4ab 7.4a-¢
14 B1 N1V2 0.3a-f 2.0a-e 2.7a-d 2.4ab 7.4a-e
15 B1 N2 V2 0.4a-d 2.1a-d 2.9abc 2.5ab 7.8a-d
16 B1 N3 V2 0.3a-d 2.5a 3.1ab 2.6ab 8.6ab
17 B2 NO V1 0.2b-f 0.8g 1.19 0.9b 3.0gh
18 B2 N1V1 0.2b-f 1.4c-g 1.9¢c-g 1.4ab 4.9d-h
19 B2 N2 V1 0.2b-f 0.89 1.19 1.2ab 3.3fgh
20 B2 N3 V1 0.4ab 2.1ad 2.5a-e 2.0ab 7.0a-e
21 B2 NO V2 0.3a-f 1.4c-g 1.9¢c-g 2.1ab 5.7b-h
22 B2 N1 V2 0.2a-f 1.0fg 1.19 1.2ab 3.6fgh
23 B2 N2 V2 0.1f 0.69 1.1g 1.0b 2.8h

24 B2 N3 V2 0.2b-f 0.9f-g 1.5efg 1.8ab 4.4e-h

4, 6, 8 and 10 WAP = Weeks after planting, BO= without biomass incorporation, B1= Albizia lebbeck biomass incorporation, B2= Parkia
biglobosa biomass incorporation, NO= 0 Kg N ha*, N1=40 Kg N ha!, N2= 80 Kg N ha, N3= 120 Kg N ha* and V1= DMR-ESR-7, V2

= 2009 EVAT.

Means followed by the same letter within a column are not significantly different at p > 0.05.

DISCUSSION

The soil of the study area is basically sandy
loam and acidic with pH of 4.1, 4.2 before the
experiment commenced as observed by Oyebamiji

et al. (2017b). Plots amended with A. lebbeck
biomass performed better as it contain higher
average N and C contents and lower average C: N
which aided its decomposition than P. biglobosa
as confirmed by Oyebamiji et al. (2017a). Over 56
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% of N in the litter bags were decomposed during
the first two weeks of incubation for the two
biomass species. Thereafter, the N release in the
remaining  undecomposed litter  generally
increased with time for the two biomass.

The differences in decomposition and N release
between biomass of A. lebbeck and P. biglobosa
tree species could be interpreted to be caused by
the amount of initial N concentration and C: N
ratios contained in the tissue of these plant
materials. Meanwhile, A. lebbeck leafy biomass
that had significantly higher N concentration and
lower C: N ratio than P. biglobosa decomposed
and released N faster than P. biglobosa over the
entire 10 weeks of research investigation and
aligned with the results of other researchers that N
content and C: N ratio serve as relevant bases for
decomposition and N release study (Santonja et
al., 2015).

It was noted that P. biglobosa contained higher
level of polyphenol which have been confirmed
and reported by other researchers to inhibit
microbial activities, thereby slowing down the rate
of decomposition and N release (Mafongoya et al.,
1998). Therefore, it is important to note that
decomposition and nutrient release are governed
by the chemical composition of the plant
materials. The total N uptake in maize had better
performance in A. lebbeck amended plots than in
P. biglobosa plots, this was possible as result of its
ability to decompose and mineralize faster based
on mineral contents inherent in the leafy biomass
(Bisht et al., 2014; Oyebamiji et al., 2017a).

CONCLUSIONS

This study revealed the appreciable N released
from decomposed biomass of both A. lebbeck and
P. biglobosa tree species. The differences in
decomposition and nitrogen release patterns
between A. lebbeck and P. biglobosa biomass was
determined by the amount of initial N
concentration and C: N ratios which are contained
in the leaves of these plant materials. A. lebbeck
leafy biomass decomposed and released nitrogen
faster and was significantly higher in N and lower
C: N ratio than P. biglobosa. It was also noted that
P. biglobosa contained high level of polyphenol
compared with A. lebbeck, hence, slower rate of
decomposition and N release. The total N uptake
by maize crop increased rapidly between 4-6
WAP, and the impact was obvious in plots
amended with A. lebbeck biomass compare to P.
biglobosa amended plots.
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