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APRESENTACAO

O campo das ciéncias agrarias e ambientais estda em constante evolucéo,
refletindo a necessidade crescente de entender e gerenciar os recursos naturais e a
producéao agricola de maneira sustentavel.

O primeiro volume desta nova coletanea “Estudos em Ciéncias Agrarias e
Ambientais”, reune 12 capitulos de destacados pesquisadores, oferece uma visao
abrangente das investigacdes mais recentes em quatro eixos cruciais e complementares:
ciéncias agrarias, ciéncias dos animais, ciéncias dos alimentos e ciéncias ambientais.

No eixo Estudos em Ciéncias Agrarias, os artigos exploram a variabilidade
genética e os métodos de cultivo que podem influenciar a produtividade e a qualidade das
culturas. O estudo da heterose em sementes hibridas de milho azul (cap. 1) revela como
caracteristicas superiores podem ser obtidas por meio de cruzamentos especificos.
Adicionalmente, a analise do potencial genotécnico de hibridos e variedades sintéticas
de milho azul (cap. 2) demonstra a importancia da adaptacéo regional para maximizar
a produtividade. A pesquisa sobre a manipulacdo de plantas de limao persa (cap. 3) e a
propagacao vegetativa do lupulo (cap. 4) trazem insights sobre praticas de cultivo que
podem otimizar a producéo.

O eixo Estudos em Ciéncias dos Animais foca na saude e na eficiéncia dos
sistemas de producéao animal. A deteccéo de imunoglobulinas contra Anaplasma marginale
(cap. 5) é essencial para a compreensdo das doencas bovinas, enquanto a avaliacéo
da eficiéncia do uso de nutrientes em bovinos (cap. 6) pode melhorar a produtividade
e a sustentabilidade das operacdes de pecuaria. O estudo sobre a seroprevaléncia
de Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis em ovinos (cap. 7) oferece
informagdes valiosas para o controle de doengas em sistemas de producéo ovina.

Os artigos do terceiro eixo, Estudos em Ciéncias dos Alimentos, discutem
a inovacao e a funcionalidade na producéao de alimentos. O potencial das sementes
de Moringa oleifera (cap. 8) é explorado, destacando seus beneficios nutricionais e
aplicagoes alimentares. Além disso, a dinamica do status total de antioxidantes ao longo
do processo de producdo de vinho (cap. 9) revela como a qualidade do vinho pode ser
monitorada e aprimorada, desde o suco até o produto final.

Finalmente, o eixo tematico Estudos em Ciéncias Ambientais aborda questbes
cruciais relacionadas ao meio ambiente e a conservacao. A investigagcao sobre a doenca
de manchas marrons e suas interacées com hospedeiros (cap. 10) oferece uma visdo
sobre a gestdo de doencas em agroecossistemas. Os avangos na conservacao dos
recursos genéticos de baunilha no México (cap. 11) sdo discutidos, evidenciando esforcos
para preservar espécies ameacadas e a pesquisa sobre macrofauna bentbnica em
riachos (cap. 12) demonstra a importancia dos organismos do solo para a saude dos
ecossistemas aquaticos.



Este livro ndo s6 apresenta pesquisas inovadoras e relevantes, mas também
promove uma integracdo de conhecimentos que é vital para enfrentar os desafios
contemporaneos nas ciéncias agrarias e ambientais. Acreditamos que as descobertas
aqui compiladas contribuirdo significativamente para o avanco da ciéncia e para a
implementacao de praticas mais sustentaveis e eficientes.

Desejo a todos uma proveitosa leitural

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: La heterosis es un proceso bioldgico aprovechado extensivamente en
el mejoramiento de las plantas cultivadas, consiste en que la descendencia de dos
progenitores no emparentados entre si, los supera en la caracteristica de interés. En maiz se
ha estudiado profusamente este fendmeno en morfologia de planta o rendimiento de grano,
pero escasamente en semillas. El objetivo del presente trabajo fue cuantificar la heterosis en
caracteristicas fisicas y fisiologicas de semillas de las cruzas parentales (simple y trilineal)
de un hibrido de maiz azul. Se utilizaron semillas de los genotipos que conforman el hibrido
trilineal de maiz HAZUL 10E: Tres lineas endogamicas y cruzas simple y trilineal. El disefio
experimental fue completamente al azar con tres repeticiones. Se evaluaron caracteristicas
fisicas de las semillas (peso, ancho, grosor, largo, volumen, densidad y los cocientes ancho/
largo y grosor/largo) y fisioldgicas (plantulas normales y anormales, semillas inertes y
longitudes y materia seca de plumula, radicula y total). Se determino la heterosis para cada
variable y se probaron las diferencias entre ambas cruzas con la t de Student. La heterosis
fue mas alta en la cruza simple que en la trilineal. En la cruza simple la heterosis mayor
correspondio a materia seca de plumula, de radicula y la total; seguidas de peso y volumen
de semilla; mientras que, en la trilineal, los valores mas altos correspondieron a plantulas
normales y longitud y biomasa de radicula y la total. Las variables determinantes de la forma
de semilla, la formacion de plantulas normales y la elongacion de la radicula, respondieron
mejor a la hibridacion en la cruza trilineal. Se concluyo que, en la cruza simple, la heterosis
incremento las dimensiones de semilla y la biomasa acumulada en las plantulas; mientras
que, en la trilineal, incidio sobre la forma de semilla y las plantulas normales producidas.
PALABRAS CLAVE: Vigor hibrido. Maiz pigmentado. Germinacion de semilla. Descriptores
de semilla.

EXPRESSION OF HETEROSIS IN BLUE CORN HYBRID SEEDS

ABSTRACT: Heterosis is a biological process that is widely used in crop improvement. It
consists of the offspring of two unrelated parents outperforming them in the trait of interest.
This phenomenon has been extensively studied in maize regarding plant morphology or grain
yield, but scarcely in seeds. The objective of this work was to quantify heterosis in physical
and physiological characteristics of seeds from parental crosses (simple and trilinear) of
a blue corn hybrid. Seeds of the genotypes that make up the HAZUL 10E maize hybrid
were used: Three inbred lines and single and trilineal crosses. The experimental design was
completely randomized with three replications. Physical characteristics of the seeds (weight,
width, thickness, length, volume, density, and the width/length and thickness/length ratios)
and physiological characteristics (normal and abnormal seedlings, inert seeds, and plumule,
radicle, and total lengths and dry matter) were evaluated. Heterosis was determined for
each variable and differences between both crosses were tested with the Student t-test.
Heterosis was higher in the simple cross than in the trilinear cross. In the simple cross, the
highest heterosis corresponded to plumule, radicle, and total dry matter; followed by seed
weight and volume; while in the trilinear cross, the highest values corresponded to normal
seedlings, and radicle and total length and biomass. The variables determining seed shape,
the formation of normal seedlings, and radicle elongation, responded better to hybridization
in the trilinear cross. It was concluded that, in the simple cross, heterosis increased seed
dimensions and accumulated biomass in seedlings. In contrast, in the trilineal cross, the
heterosis affected seed shape and the normal seedlings produced.

KEYWORDS: Hybrid vigor. Pigmented corn. Seed germination. Seed descriptors.
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1 INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es el cultivo mas importante en el mundo por area sembrada
y por volumen de produccion (FAO-STAT, 2022). En el 2021 se sembraron en México 7.4
millones de hectareas con esta especie y se cosecharon 27.5 millones de toneladas de
grano (SIAP, 2022). En particular, el maiz azul es relevante por su utilizacion amplia en
la cocina tradicional mexicana (tortillas, tlacoyos, sopes, etc.) (Arellano y Rojas, 2015),
debido a su color exotico y sus atributos de sabor, textura y bondades nutracéuticas
(Arellano et al., 2013).

En la Mesa Central de México (estados de México, Puebla, Tlaxcala y Ciudad de
México) se siembran, con variedades criollas, tecnologia tradicional y condiciones de
temporal, 150 mil hectareas con maiz azul y se cosechan 300 mil toneladas de grano, las
cuales no satisfacen la demanda por este alimento.

El rendimiento actual de grano de maiz azul es de 1.9 ton ha' (SIAP, 2022) y se
considera factible elevarlo significativamente mediante el uso de hibridos (Lee y Tollenaar,
2007) desarrollados con base en la variabilidad genética disponible en la regiéon de interés
(Arellano et al., 2014).

En el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) se desarrollaron hibridos experimentales de maiz azul para Valles Altos (2400-
2800 msnm), con rendimientos de 6.4 a 8.2 ton ha?, de los cuales destacd el HAZUL10
por producir 8.2 ton ha?, en promedio de ambientes de alta, mediana y baja productividad
(Arellano et al., 2015).

La hibridacién se describio a principios del siglo XX (Shull, 1909), desde entonces
ha sido exitosa para el mejoramiento de maiz y actualmente sigue aplicandose para obtener
hibridos que coadyuven a satisfacer la demanda mundial de este grano (MacRobert et
al., 2014). Con la hibridacion, la F, expresa dimensiones morfologicas mayores y mejor
rendimiento de grano que los progenitores endogamicos no emparentados (Guerrero-
Guerrero et al., 2014), en una magnitud dependiente de su bagaje genético y del ambiente
de produccion. Las respuestas anteriores son causadas por la heterosis, un fenobmeno
complejo y poco esclarecido, pero utilizado ampliamente en el mejoramiento de maiz y de
otros cultivos basicos.

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar la heterosis en caracteristicas
fisicas y fisiologicas de semillas de las cruzas parentales (simple y trilineal) de un hibrido

de maiz azul.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais | Capitulo 1 _



2 MATERIALES Y METODOS
21 MATERIAL GENETICO

Se utilizaron semillas de los genotipos parentales del hibrido experimental de
maiz azul HAZUL 10E: Las lineas endogamicas A (BXCC-54-11-1-1-1), B (BXCC-5-9-6) y
C (NXOAX-19-5-1-1-2) y las cruzas simple D (BXCC-54-11-1-1-1) x (BXCC-5-9-6) y trilineal
E [(BXCC-54-11-1-1-1) x (BXCC-5-9-6)] x (NXOAX-19-5-1-1-2). El hibrido se desarrollo en el
Programa de Maiz Azul del Campo Experimental Valle de México del Instituto Nacional de

Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (CEVAMEX, INIFAP).

2.2 CARACTERISTICAS FiSICAS

Peso de semillas (PS), se pesaron 100 semillas (mg) en balanza analitica (AE
Adam P W 184, precision 0.1 mg). La anchura (AS), el grosor (GS) y la longitud (LS) de las
semillas se midieron (mm) con vernier digital (Mitutoyo CD-6 CSX); ademas, se calcularon
el volumen (VS, mm?3), la densidad relativa (DRS, g/cm?) y las relaciones AS/LS y GS/LS
de las semillas.

2.3 CARACTERISTICAS GERMINATIVAS
2.3.1 Germinacion normal

Se utilizé la prueba de germinacion estandar (ISTA, 2022). Las semillas se
colocaron entre toallas de papel saturadas de humedad en camara de germinacion a
25 °C y 100 % h. r. A los siete dias de incubacién se contabilizaron (%) las plantulas
generadas con su morfologia completa y libre de patdégenos (PN), las plantulas anormales

(PA) y las semillas muertas (SI).

2.3.2 Desarrollo de plantulas

En las plantulas normales se midieron (mm) las longitudes de plumula (LP), radicula
(LR) y la total (LT); estas estructuras se secaron en estufa (80 °C, 4 d) y se determind

(mg) su peso seco (PSP, PSR y PST, respectivamente).

2.4 ESTIMACION DE LA HETEROSIS

La heterosis (H, %) se calculo respecto al promedio de progenitores de la cruza:
H = [(F1-PP)/PP]*100; donde F, = Valor de la caracteristica en la cruza, PP = Promedio de

la caracteristica en los progenitores de la cruza (Arellano et al., 2017).
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2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se probo la significancia de los tratamientos con un analisis de varianza y las
medias de los genotipos (tratamientos) se compararon mediante la prueba de Tukey
(P<0.05). Se empleo la prueba de datos apareados de Student para probar la significancia
(P<0.05 y P<0.01) de las diferencias de la heterosis entre y dentro de cruzas. El valor
de estas diferencias se multiplicd por (1) para indicar el sentido de la variacion en las
variables. El procesamiento estadistico de los resultados se hizo con el programa SAS
(ver. 9.2).

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Las variables de respuesta empleadas en el presente estudio resultaron
estadisticamente significativas en el andlisis de varianza (datos no mostrados), esto
evidencié la heterogeneidad de la expresion de las caracteristicas medidas en los
genotipos (tratamientos). En la comparacion estadistica de las medias de tratamientos
(Cuadro 1), se obtuvo que los descriptores fisicos de la semilla PS, VS, LS, AS y GS, fueron
inferiores (P<0.05) en el tratamiento C, intermedios en Ay B, y superiores en Dy E. En los
aspectos fisiolégicos, los tratamientos C, D y E fueron superiores (P<0.05) en DRS, AS/
LS y GS/LS. Los tratamientos A, B, D y E tuvieron la cantidad menor (P<0.05) de Sl y el
C la mas alta.

En las variables implicadas en el desarrollo de las plantulas, la longitud de pliumula
(LP) minima fue para Cy la superior para A (P<0.05), mientras que E alcanzé los resultados
mayores (P<0.05) en LR, LT, PSRy PST, y D en PSP.

En PSR y PST, de nuevo se aprecio la superioridad de los tratamientos D y E;
mientras que, el valor mayor de PSP fue para el D y el menor para C.

Los tratamientos D (cruza simple) y E (cruza trilineal) tuvieron dimensiones fisicas
(PS, VS, LS, AS y GS) y cantidad de materia seca de plantulas (PSP, PSR y PST) mayores
(P<0.05) que los tratamientos A, B y C (lineas endogamicas) (Cuadro 1). El desempeiio
inferior de las lineas con respecto a las cruzas en las variables descritas se explica
porque expresaron los efectos genéticos de la homocigosis o endogamia, que conllevan
reducciones de rendimiento, porte de planta, tamaro y volumen y peso de semilla (Wuhaib
et al., 2017), que son caracteres dominantes; en contraparte, las cruzas manifestaron
la heterosis o vigor hibrido, proceso metabodlico cuya repercusion fenotipica es que la
descendencia hibrida supera el promedio de sus progenitores en algunas caracteristicas
(Nepir et al., 2015), las cuales en el presente trabajo fueron las mediciones fisicas PS, VS,
LS, ASy GS y las fisiologicas PSP, PSR y PST.
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Cuadro 1. Comparacion de medias (Tukey, P<0.05) para las variables evaluadas en semillas de los genotipos
parentales del HAZUL 10E.

Genotipos

Variable

A B c D E Tukey
PS (mg) 2206b 2170 b 16.66 c 3145a 30.34 a 2.26
VS (mm?) 367.29 ¢ 35316 ¢ 29017d 43376 b 493.96 a 55.69
LS (mm) 11.55 bc 1092c¢c 9.79d 1215 ab 1242 a 0.85
AS (mm) 723b 6.35¢c 6.58 ¢ 746 ab 791a 0.55
GS (mm) 440b 5.09a 450b 4.78 ab 503 a 043
DRS 1.07b 1.06 b 137 a 1.37 a 1.22 ab 017
AS/LS 0.63 ab 059b 067 a 0.61ab 0.65 ab 0.08
GS/LS 0.38b 047 a 046 a 0.39b 0.41ab 0.06
PN (%) 50 ab 68 ab 45b 60 ab 83 a 34.98
PA (%) 5a 5a 5a 5a Oa 13.81
Sl (%) 45 ab 27 ab 50 a 35ab 17b 31.64
LP (mm) 959 a 745 ab 6.23b 810 ab 8.38 ab 279
LR (mm) 12.80 b 1345b 1250 b 13.98 b 1948 a 257
LT (mm) 2239b 2091b 18.73 b 22.08b 2787 a 4.22
PSP (mg) 017 ab 016 ab 010 b 0.24 a 0.20 ab 010
PSR (mg) 017 b 020b 015b 0.30 ab 040a 016
PST (mg) 0.34 bc 0.36 abc 0.26c¢c 0.54 ab 0.60 a 0.25

En hileras, letras diferentes indicaron diferencias significativas. Tukey=Diferencia Significativa Honesta. PS=Peso
de semilla, VS=Volumen de semilla, LS=Longitud de semilla, AS=Ancho de Semilla, GS=Grosor de semilla,
DRS=Diametro relativo de semilla, AS/LS=Ancho de semilla/Longitud de semilla, GS/LS=Grosor de semilla/
Longitud de semilla, PN=Plantulas normales, PA=Plantulas anormales, SI=Semillas inertes, LP=Longitud de plumula,
LR=Longitud de radicula, LT=Longitud total, PSP=Peso seco de plimula, PSR=Peso seco de radicula, PST=Peso
seco total.

En ambas cruzas (D y E), la heterosis fluctué ampliamente, desde -55.71 (Sl) a
9216 % (PSP) (Cuadro 2). El 58 % de las variables mostré heterosis mayor en D que en
E. En la cruza simple, las variables PSP, PST, PSR, PS y VS exhibieron la heterosis mas
elevada; mientras que, en la trilineal, los valores mas altos correspondieron a PSR, PN,
LRy PST. Las diferencias significativas de la heterosis entre D y E fueron negativas en PS,
LSy Sl, y positivas en GS/LS, PN, LRy LT.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais | Capitulo 1 _



Cuadro 2. Valores (%) de heterosis (H) y prueba de t de sus diferencias, para las variables fisicas y fisiologicas
evaluadas en las cruzas simple (A) y trilineal (B) del hibrido experimental de maiz azul H10 E.

Genotipos
A B
Variable Diferencia (A-B) t
H H

PS 63.93 13.61 -50.32 *
'S} 35.01 2244 1257 ns
LS 17.31 479 -12.52 *
AS 15.37 7.83 -7.54 ns
GS -0.36 9.71 10.07 ns
DRS 12.95 0.05 -12.9 ns
AS/LS -2.06 3.80 5.86 ns
GS/LS -15.07 5.63 20.7 *
PN 8.93 62.62 53.69 *
PA 25.00 -50.00 -75 ns
SI 0.00 -55.71 -55.71 *
LP 18.38 -4.21 -22.59 ns
LR 8.08 45.51 3743 *

LT 11.37 25.56 1419 *
PSP 9216 -0.03 -9219 ns
PSR 84.79 78.85 -5.94 ns
PST 87.96 4168 -46.28 ns

*=Significativo (P<0.05), **=Altamente significativo (P<0.01), ns=No significativo. PS=Peso de semilla, VS=Volumen
de semilla, LS=Longitud de semilla, AS=Ancho de Semilla, GS=Grosor de semilla, DRS=Diametro relativo de semilla,
PN=Plantulas normales, PA=Plantulas anormales, Sl=Semillas inertes, LP=Longitud de plumula, LR=Longitud de
radicula, LT=Longitud total, PSP=Peso seco de plimula, PSR=Peso seco de radicula, PST=Peso seco total, AS/
LS=Ancho de semilla/Longitud de semilla, GS/LS=Grosor de semilla/Longitud de semilla.

La heterosis mayor de la cruza simple se debio a que la recombinacion genética
ocurrié entre dos lineas (homocigoticas) y en la trilineal participaron una cruza
(heterocigadtica) y una linea (Sanghera et al., 2011).

En D, las variables PSP, PST, PSR, PS y VS asumieron la heterosis mas alta;
mientras que, en E, fueron PSR, PN, LR y PST; i. e., en D se privilegiaron caracteres fisicos
y fisiologicos y solo estos ultimos en E; ademas, sus valores superaron ampliamente el
20 %, valor minimo reportado para obtener ganancias genéticas en la hibridacion (Diaz-
Chuquizuta et al., 2023).

Cada cruza hizo aportaciones diferentes a las caracteristicas de semilla del
HAZUL 10E; en D se incrementaron las dimensiones fisicas y la materia seca de plantula;

mientras que en E se favorecieron la formacién de plantulas normales, la elongacion
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de radicula y la biomasa. Este argumento se constaté también por las diferencias de
heterosis (Cuadro 2) entre las cruzas, puesto que disminuyo (P<0.05) en PS, LSy Sl, y se
incrementd (P<0.05) en GS/LS, PN, LR y LT. Esto indicé que la secuencia de hibridacion
incidio primero sobre las dimensiones y después sobre la calidad fisiologica de la semilla.
Es factible que los genotipos B y C compartieran secuencias génicas para germinacion y
desarrollo de plantula y por ello hubo heterosis marginal en estos eventos. Sin embargo,
la linea A incidi6é notoria y favorablemente sobre ellos, lo que se puede atribuir a que esta
linea se derivd de una colecta realizada en una region agroclimatica distinta (Oaxaca,
México) a la del resto de los genotipos del estudio (altiplano central de México), de manera
que su bagaje genético pudo ser diferente y recombiné favorablemente (De Ledn-Castillo
et al., 2006) y con heterosis alta en los atributos esenciales para la calidad fisioldgica de
la semilla (PN, LR, PSR y PST). Esta estrategia de emplear dos fuentes de germoplasma
para desarrollar hibridos trilineales de maiz se ha sugerido para explotar la heterosis para

la produccion de semilla en maiz (Reif et al., 2005).

4 CONCLUSIONES

La expresion de la heterosis fue mayor en la cruza simple que en la trilineal. En la
cruza simple, la heterosis incrementé las dimensiones de semilla y la biomasa acumulada
en las plantulas; mientras que en la cruza trilineal, incidio sobre la forma de semillay las

plantulas normales producidas.
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RESUMEN: En el Campo Experimental Valle de México del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, se ha efectuado mejoramiento genético
del maiz azul para desarrollar genotipos mejorados con caracteristicas superiores, en
términos de rendimiento y precocidad, entre otros propdsitos. Dado que es necesario
conocer el potencial de estos materiales, el objetivo del presente trabajo fue resenar la
evaluacion de hibridos y variedades sintéticas de maiz azul desarrollados en el CEVAMEX-
INIFAP, que se efectud en cuatro localidades de Tlaxcala, México. Se estudiaron 14 hibridos
trilineales, diez variedades sintéticas de maiz azul y un maiz criollo también de grano azul,
colectado en Tlaxcala, México. Las variables medidas fueron: dias a floracion femenina,
altura de planta, altura de mazorca, mazorcas por planta, acame, rendimiento de grano,
densidad de poblaciony plantas por parcela. Los datos se sometieron a andlisis de varianza
y comparacion de medias (Tukey, a = 0.05). Se detectd que todas las variables fueron
afectadas significativamente por los ambientes (localidades) de evaluacion. Hibridos
y variedades sintéticas también mostraron diferencias estadisticas entre localidades
para floracion femenina, grado de acame, mazorcas por planta y rendimiento de grano.
Este ultimo resulté influenciado significativamente por los ambientes de evaluacion. Los
genotipos evaluados superaron ampliamente al criollo regional utilizado como testigo,
inclusive a densidades de poblacion elevadas. Se concluyd que los materiales genéticos
mejorados (hibridos y variedades sintéticas), fueron sobresalientes en rendimiento y
caracteres de planta; por tanto, denotaron un potencial agronémico elevado y constituyen
una alternativa para incrementar la produccion de maiz azul en los Valles Altos Centrales
de México.

PALABRAS CLAVE: Zea mays L.. Fitomejoramiento. Hibridacién. Maiz pigmentado. Maiz
sintético.

GENOTECHNIQUE POTENTIAL OF HYBRIDS AND SYNTHETIC VARIETIES OF BLUE
CORN WITH ADAPTATION TO THE HIGH CENTRAL VALLEYS OF MEXICO

ABSTRACT: In the Experimental Field of the Valley of Mexico of the National
Institute of Forestry, Agriculture and Livestock Research (CEVAMEX-INIFAP), genetic
improvement of blue corn has been carried out to develop improved genotypes with
superior characteristics, in terms of yield and precocity, among other purposes. Since
it is necessary to know the potential of these materials, the objective of this work was
to review the evaluation of hybrids and synthetic varieties of blue corn developed at
CEVAMEX-INIFAP, which was carried out in four locations in Tlaxcala, Mexico. Fourteen
trilinear hybrids, ten synthetic varieties of blue corn, and one creole corn also with blue
grain, collected in Tlaxcala, Mexico, were studied. The variables measured were days to
female flowering, plant height, ear height, ears per plant, lodging, grain yield, population
density, and plants per plot. The data were subjected to variance analysis and means
comparison (Tukey, a = 0.05). It was found that all variables were significantly affected
by the evaluation environments (localities). Hybrids and synthetic varieties also showed
statistical differences between localities for female flowering, degree of lodging, ears per
plant, and grain yield. The evaluation environments significantly influenced the latter. The
evaluated genotypes were widely superior to the regional creole used as a control, even at
high population densities. It was concluded that the improved genetic materials (hybrids
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and synthetic varieties) were outstanding in yield and plant traits; therefore, they showed
high agronomic potential and constitute an alternative to increasing the production of blue
corn in the Central High Valleys of Mexico.

KEYWORDS: Zea mays L.. Plant breeding. Hybridization. Pigmented corn. Synthetic corn.

1 INTRODUCCION

Entre la variabilidad extensa del maiz (Kato et al., 2009) se encuentra el azul,
denominado asi por el color que le confieren las antocianinas (Salinas et al., 2013),
pigmentos vegetales que se sintetizan el grano (Yang et al., 2009) y se ubican en las
vacuolas de pericarpio, aleurona, endospermo o embrion (Betran et al., 2001; Hernandez-
Uribe et al., 2007; Salinas et al., 2013). Las antocianinas son metabolitos secundarios
hidrosolubles que se derivan de los flavonoides y son de color azul, purpura o rojo
(Salinas et al., 2013).

El maiz azul es muy apreciado por los consumidores en amplia variedad de
platillos de la cocina tradicional mexicana, tales como tortillas, tlacoyos y atoles, entre
otros. A este alto grado de aceptacion culinaria, actualmente se anade que se ha
incrementado el interés industrial por este producto dadas las propiedades nutracéuticas
y medicinales de las antocianinas. Ademas de su papel funcional como colorantes, las
antocianinas son agentes nutracéuticos utiles para la salud (reducciéon de problemas
cardiacos, cancerigenos, tumorales, inflamatorios o de diabetes) (Aguilera et al., 2011),
asi como para la nutriciéon y la obtencion de productos dermatologicos y cosméticos
como cremas antienvejecimiento, desmaquillantes o labiales, Por otra parte, las
antocianinas del maiz se utilizan en la elaboracion de colorantes de vinos, mermeladas,
jugos de fruta y textiles (Boo et al., 2012). En consecuencia, existe un déficit de mas de
120 mil toneladas de este producto en la region de los Valles Altos Centrales de México
(Arellano et al., 2014). Esta region geogréfica presenta altitudes de 2200 a 2600 msnm
y abarca los estados de México, Hidalgo, Puebla y Tlaxcala.

Mediante el mejoramiento genético es factible incrementar los rendimientos
unitarios de maiz azul y esto contribuiria a satisfacer la mencionada demanda
creciente de este producto agricola. Entre las estrategias posibles para esto se
tienen la hibridacion y la formacion de variedades sintéticas. Con el uso de hibridos
el rendimiento se puede elevar entre 50 y 60 % (Duvick,2005; Lee y Tollenaar, 2007),
debido al aprovechamiento de la heterosis (Gudeta et al,, 2015) y a través de las
variedades sintéticas los incrementos son menores, pero tienen la ventaja de ser de
polinizacion libre, no requieren de semilla certificada cada ciclo de siembra y se van

adaptando a la zona donde se cultivan.
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Una variedad sintética es de polinizacion abierta (libre), se puede formar
a través de la recombinacion de un conjunto de lineas (Bernardo, 2002) o con las
generaciones avanzadas de un hibrido aplicando seleccion masal (Jugenheimer, 1981).
Las generaciones avanzadas de los hibridos de maiz que se utilizan en las regiones
de temporal de los Valles Altos, son equivalentes a variedades sintéticas y se cultivan
ampliamente debido al éxito en rendimiento que tuvo el productor con la semilla original
del hibrido y a que no se requiere comprar semilla anualmente. Las variedades sintéticas
son considerablemente mas variables genotipicamente que los hibridos de cruza simple
o doble, esto les permite amortiguar condiciones de crecimiento y produccion adversas,
por eso pueden ser mas confiables que los hibridos en areas de precipitacion pluvial
escasa, con presencia de heladas tempranas o tardias y suelos de fertilidad escasa
(Jugenheimer, 1981).

Arellano et al. (2013) establecieron que existe buen potencial de rendimiento en
las variedades criollas regionales; sin embargo, estos maices expresan inconvenientes
como textura de grano harinosa y alto nivel de acame de planta en las etapas de floracién
y llenado de grano. Esto significa que es posible, con base en este germoplasma criollo,
desarrollar hibridos y variedades sintéticas de maiz azul resistentes al acame, con mejor
proporcion de mazorcas por planta y textura de grano semicristalina. Ademas, se requiere
que los materiales genéticos nuevos expresen rendimientos mayores, toleren o escapen
por precocidad a las heladas tan frecuentes en los Valles Altos y soporten siembras
mecanizadas y con densidades altas de plantas por hectarea.

Con base en los argumentos anteriores, el objetivo del presente trabajo fue
resefar la evaluacion de hibridos y variedades sintéticas de maiz azul desarrollados en el

CEVAMEX-INIFAP, que se efectud en cuatro localidades de Tlaxcala, México.

2 MATERIALES Y METODOS
21 MATERIAL GENETICO

Se evaluaron 14 hibridos trilineales y 10 variedades sintéticas de maiz azul con
adaptabilidad a altitudes de 2300 a 2700 m generados por el Programa de Mejoramiento
Genético de Maiz Azul del Campo Experimental Valle de México del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (CEVAMEX, INIFAP).

Se empled como testigo un maiz criollo de grano azul, colectado en Tlaxcala,
México. Ambos tipos de poblaciones se constituyeron con lineas S,, derivadas de: i) maiz
azul de la raza Bolita, de porte bajo de planta, resistencia al acame y grano azul con buena

dureza; i) maiz azul de la raza Chalquefo con buen rendimiento de grano en Valles Altos,

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais | Capitulo 2 “



coloracién azul intensa y grano grande; iii) maiz blanco de hibridos comerciales de Valles
Altos del INIFAP, como fuente de resistencia al acame, porte bajo y grano semicristalino.

Las localidades de evaluacion fueron Benito Juarez, Huamantla, Tlacualpan y
Calpulalpan, con altitudes de 2450 a 2600 msnm, todas ellas en el estado de Tlaxcala,

México.

2.2 VARIABLES EVALUADAS

Los datos registrados fueron: dias a floracion femenina (FF, d) considerados
como el numero de dias transcurridos de la siembra a la emergencia de los estigmas,
altura de planta (AP, cm), medida desde la superficie del suelo hasta la base de la
espiga, altura de mazorca (AM, cm) desde la superficie del suelo hasta la base de
insercidon de la mazorca principal, nimero de mazorcas por planta (MPP) resultante
de dividir el numero de mazorcas cosechadas por parcela entre el nUmero de plantas
por parcela al momento de la cosecha, calificacion visual de acame (ACA), escala de
calificacion de 1 a 5, donde 1 es plantas sin acame y 5 acame total, rendimiento de
grano (REND, t ha-1, calculado al 14 % de humedad del grano), densidad de poblacion
a la cosecha (DP, miles de plantas por hectarea) numero de plantas por parcela a la
cosecha multiplicado por el factor de conversion de la superficie de la parcela respecto

a una hectarea.

2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos registrados se hicieron analisis de varianza y comparacion de
medias con la prueba de Tukey (a = 0.05). Estos analisis se realizaron con el programa
estadistico SAS (SAS, 1999).

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Se detectaron diferencias estadisticas (a < 0.01) para todas las variables entre
localidades (Loc), para Var (que incluye hibridos y sintéticos) hubo significancia en FF,
ACA, MPPy REN Yy, en lainteraccion Var x Loc, solo el rendimiento fue significativo (Cuadro
1), esto evidencio que la variacion ambiental entre localidades afectd sensiblemente
la expresion de todas las caracteristicas analizadas; mientras que, la diferencia entre
genotipos indico la existencia de variabilidad genética para los caracteres medidos y
la significancia de la interaccidén Loc x Var se causo por el efecto de las mencionadas

fluctuaciones ambientales sobre el rendimiento.
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Cuadro 1. Cuadrados medios y significancia estadistica para los caracteres evaluados en hibridos y variedades
sintéticas de maiz azul en cuatro localidades de Tlaxcala, México.

FdeV gl FF AP ACA MPP REND DP
Loc 3 355.4** 9813.5" 22172.9** 0.2** 112631095** 805.9**
Rep (Loc) 8 416 2644 327.0 0.3 6754241 69.7
Var 24 15.2** 3594 790.4** o1 8240574.2** 36.8
LocxVar 72 101 2327 325.0 0.2 3469440* 770"
Error 192 81 2731 2253 0.01 295491 48.2
Total 299
CV (%) 2.8 7.0 270 121 8.9 10.6
F de V=Fuente de variacion; Loc=Localidades; Rep=Repeticiones; Var=Variedades; g | = grados de libertad;

FF=Floracion femenina (d); AP=Altura de planta (cm); ACA=Calificacién de acame de planta (1 a 5); MPP=Numero
de mazorcas por planta; REND=Rendimiento de grano (ton ha’); DP=Densidad de Poblacién (miles plantas ha’);
**=Significativo (a=0.05); C V=Coeficiente de variacion. (Adaptado de Arellano et al., 2013).

Todas las variedades sintéticas superaron estadisticamente el rendimiento del
maiz criollo utilizado como testigo, a excepcion de la VSA-907, con cantidades de 1.2 a 3.2
tha' (Cuadro 2). Respecto a la densidad de poblacién de plantas registradas ala cosecha,
se observaron de 62 291 a 67 395 plantas por hectarea, que representan densidades
elevadas, propias para siembra de hibridos en areas de buena productividad, esto indico
que los hibridos y variedades sintéticas bajo estudio respondieron favorablemente a la
competencia entre plantas.

Cuadro 2. Promedios de rendimiento de grano, dias a floracion femenina y caracteres de planta de los hibridos y
variedades sintéticas de maiz azul evaluados en cuatro localidades de Tlaxcala, México.

Variedad REND (t ha) FF AP ACA MPP DP

(dias) (cm) (1-5) (plts ha)
HA-911 10.2a 99 a 237 a 12c¢c 11b 67185 a
HA-901 101a 97 b 236 a 16a 13a 67395 a
HA-914 99a 98 a 238 a 16b 12a 65729 a
VSA-902 97a 100 a 235a 14c 13 a 66014 a
HA-907 96a 99 a 231a 15b 10¢c 67500 a
HA-912 96a 100 a 227 a 15a 10¢c 65000 a
HA-908 95a 98 a 238 a 16a 12a 62708 a
VSA-904 95a 100 a 226 a 16b 12a 65000 a
HA-913 95a 99 a 240 a 16 a 12a 62500 a
HA-902 94 a 99a 243 a 16b 10¢c 66354 a
HA-910 94 a 100 a 242 a 14a 11b 66562 a
HA-906 9.3b 99 a 231a 17a 11b 66770 a
HA-905 92c 100 a 233 a 15a 10¢c 64166 a
HA-903 8.8d 98 a 230 a 16a 10¢c 63020 a
VSA-908 86e 101a 235a 17a 11b 67500 a
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VSA-903 86e 101a 240 a 16 b 12a 67083 a

VS-910 84 f 101a 230 a 15b 12a 63750 a
HA-904 82g 98 a 243 a 14 a 10¢c 63654 a
HA-909 82g 100 a 226 a 16a 10¢c 65312 a
VSA-906 82g 99 a 242 a 13c¢c 12a 65312 a
VSA-901 80¢g 100 a 227 a 14c 12a 64062 a
VSA-905 7.8h 101a 228 a 17b 12a 63020 a
VSA-909 770 101a 231a 16b 12a 65104 a
VSA-907 72]j 99 a 236 a 14c 11b 62291a
Criollo 6.5] 100 a 232 a 21a 09d 67601 a
Tukey 0.83 4.3 250 0.6 0.21 10530
(a=0.05)

En columnas, medias con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey, 0.05). REND=Rendimiento de
grano; FF=Dias a floracién femenina; AP=Altura de planta; ACA= Calificacién de acame de plantas; MPP=Numero
de mazorcas por planta; DP=Densidad de Poblacion a la cosecha, plantas ha. (Adaptado de Arellano et al., 2013).

4 CONCLUSIONES

Los hibridos y variedades sintéticas sobresalientes en rendimiento y caracteres de
planta mostraron buen potencial agronémico en las localidades de estudio; por tanto, son
una alternativa para elevar la produccion de maiz azul en los Valles Altos. Las variedades
sintéticas sobresalientes presentaron un rendimiento competitivo con respecto a los

mejores hibridos.
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COMPORTAMIENTO DE LA MANIPULACION DE PLANTAS
INJERTADAS DE LIMON PERSA DURANTE LA ETAPA DE
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RESUMEN: Este estudio destaca la
importancia de técnicas adecuadas de
manejo en la propagacion de limén Persa por
injerto para mejorar la calidad y rendimiento
de las plantas. La regién Golfo Centro de
México cuenta con unidades certificadas
que producen seis millones de plantas al
afo, aunque la demanda excede la oferta,
involucrando a viveros no certificados con
riesgos para la sanidad. La formacién de
“arbolitos”, plantas con multiples tallos débiles
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y competitivos debido a técnicas de manejo
que favorecen la emergencia de varios brotes
por yema injertada es un problema comun en
la preproduccion de plantas de limon Persa.
La investigacion evallua diferentes técnicas
de manipulacion de plantas y tipos de injerto,
encontrando diferencias significativas en la
velocidad de brotacion y el numero de brotes
por yema. Las técnicas que preservan solo
una yema apical por portainjerto tienden a
favorecer un brote unico y robusto, lo cual
es Optimo para el establecimiento exitoso en
el campo. En conclusion, las técnicas Corte
a Medio Camino y Doblado (CMCyD) y Solo
Doblado (SDOB) permiten la emergencia
de un brote por yema injertada, lo que es
favorable para la produccion de plantas con
caracteristicas agronomicas ideales.
PALABRAS-CLAVE: Producciéon de plantas.
Limén Persa. Técnicas de manejo. Injertos.

1INTRODUCCION

Una de las formas mas comunes
para propagar plantas de limon Persa es
por via injerto, para ello se utilizan diferentes
portainjertos, los cuales influyen en la entrada
a produccion, tolerancia a enfermedades,
tolerancia a limitantes del suelo y clima,
entre otros. Los portainjertos se utilizan para
injertar yemas provenientes de arboles con

copas sanas, sostienen al cultivar de interés
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y proveen el anclaje. Diferentes estudios demuestran que son varios los factores
que intervienen en la calidad del injerto, entre estos, la técnica, la compatibilidad, la
sanidad, el vigor, la edad de los portainjertos y el manejo post-injerto (Kawaguchi et
al., 2008). El insumo principal de la actividad citricola es la planta, cuya produccion
y comercializacion tiene su propia problematica (Curti-Diaz et al, 2023). Pues con
base a la NOM-079-FITO-2002, ésta debe estar libre de los principales patdégenos
que existen, como son virus tristeza, psorosis, caquexia, exocortis y huanglongbing
(DOF, 2002). Para ello, en la region Golfo Centro, en atencion a la NOM citada, existen
42 Unidades de Produccion Certificadas, de las cuales 23 corresponden a Viveros
Propagadores de Planta (VPP) certificados (SENASICA, 2023). Se estima que en
la region se producen mas de seis millones de plantas certificadas anualmente, las
cuales no cubren la demanda existente, lo que da lugar a la participacion de viveros no
certificados con una cantidad similar y que ofrecen planta de origen y sanidad incierta,
lo que conlleva el riesgo de diseminar las enfermedades mencionadas, y si fuera el
caso, la productividad de las huertas puede ser menor (Curti-Diaz et al., 2023). Aunado
a la problematica anterior, otro inconveniente en la etapa de pre-produccién de planta,
reflejado en ambos sistemas, es la produccion de plantas tipo “arbolito”, las cuales,
son plantas con varios tallos que se originan en un mismo punto a partir de la yema
injertada y que genera tallos delgados, poco vigorosos y con riesgo de rompimiento,
debido a la competencia por luz, agua y nutrientes que existe. El desarrollo de plantas
con las caracteristicas mencionadas, se debe en gran medida a que, por costumbre
y comodidad, el personal injertador decapita la copa del portainjerto para facilitar el
proceso de injertacion, aumentando el numero de plantas injertadas por jornada de
trabajo. La desventaja de decapitar la copa, da paso a la emergencia de varios brotes
por yema injertada. Existen técnicas de manipulacion de plantas en la propagacion de
limon Persa via injerto que influyen en la emergencia de uno o mas brotes por yema
injertada, asi como en la velocidad de brotacion y porcentaje de prendimiento, pero que
han sido poco probadas e investigadas, por lo tanto, no son aceptadas por personal
injertador y personal responsable de VPP certificados y no certificados. Sin embargo,
con estas técnicas de manipulacion de las plantas se busca que emerja un brote por
yema injertada. Por lo anterior, la presente investigacion tiene como objetivo evaluar el
comportamiento de plantas injertadas de limén Persa y su combinacion con diferentes

técnicas de manipulacion de las mismas.
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2 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizd semilla del portainjerto volkameriana, proveniente de
la Unidad de Produccion de Material Propagativo de Citricos (UPMPC) de la empresa
Promotora Citricola del Golfo S.A de CV. La siembra de la semilla se realizd en charolas
de 50 cavidades con peat most como sustrato. Para el trasplante se utilizaron bolsas de
polietileno calibre 300 de 20 cm x 35 cm Yy se utilizo tierra de vega de rio como sustrato. Las
varetas se seleccionaron en campo a partir de arboles con caracteristicas sobresalientes
de sanidad, calidad y produccion de fruta. Establecimiento del experimento. Se desarrolld
en un invernadero bajo estructura protegida con malla antiafido, en las instalaciones del
INIFAP-CEHUI, Tabasco (17° 51 04.52” N y 93° 23’ 46.96” O). Durante el desarrollo del
portainjerto, las plantas se colocaron sobre estructuras de metal a una altura de 0.80 m
buscando alejamiento del piso y facil manejo para las labores agronémicas. Tratamientos
y diseno experimental. El experimento se conformo por tres tipos de injerto (T, L y Enchape
Lateral) en combinacién con tres técnicas de manipulacion de las plantas (Decapitado,
Corte a Medio Camino y Doblado y Solo Doblado) (Cuadro 1); y se realizé un andlisis de
varianza con el software estadistico SAS version 9.3. Las plantas se injertaron a los seis
meses de edad. Comportamiento de plantas injertadas. Se conté el nimero de brotes a los
50 dias después del injerto (DDI), se determind la velocidad de brotacion y el porcentaje
de prendimiento con las ecuaciones 1y 2, respectivamente. 1: Velocidad de brotacion =
numero de plantas prendidas / nimero total de dias x 100, 2: Porcentaje de prendimiento
= numero de plantas prendidas / nimero de plantas injertadas x 100.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos conformados por tres tipos de injerto y tres técnicas de manipulacion de
plantas de limén Persa en etapa de pre-produccion de planta.

Tratamientos  Repeticiones Tipos de injerto  Técnicas de manipulacion de Descripcion
las plantas

T1 15 T Decapitado TDEC

T2 15 T Corte a Medio Camino y T CMCyD
Doblado

T3 15 T Solo Doblado T SDOB

T4 15 1 Decapitado 1 DEC

T5 15 1 Corte a Medio Camino y 1 CMCyD
Doblado

T6 15 1 Solo Doblado 1 SDOB

T7 15 Enchape Lateral Decapitado E.L DEC

T8 15 Enchape Lateral Corte a Medio Camino y E.L CMCyD
Doblado

T9 15 Enchape Lateral Solo Doblado E.LSDOB
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis estadistico mostrd diferencias significativas en la velocidad de
brotaciény en el nUmero de brotes por yema injertada (Cuadro 2). El tratamiento E. L DEC
supero la mayoria de los tratamientos con 31.7 dias en la velocidad de brotacion, aunque
estadisticamente fue igual a los tratamientos T DEC, L DEC y E. L CMCyD. De acuerdo
con responsables de VPP, cuando se decapita la planta previa al proceso de injertacion,
la velocidad de brotacion de la yema injertada se acelera, debido a la eliminacion de la
yema apical del portainjerto. Lo anterior se atribuye a que el portainjerto, al no tener
hojas, la reserva de alimento es menor, por lo que el agua y nutrientes retornan a partir
de la decapitacion, teniendo una menor via que recorrer. Caso contrario, con las técnicas
CMCyD y SDOB, las plantas permanecen con las hojas en la copa, teniendo una mayor
reserva de alimento a partir de la fotosintesis que realizan. Con dichas técnicas se logra
que emerja un brote debido a un mayor suministro de energia en la planta. También
se observo que, al realizar cualquier tipo de injerto en combinacién con las técnicas
CMCyD y SDOB, las yemas tardan mas tiempo en brotar, con la diferencia que emerge
un brote por yema injertada, siendo esto ultimo lo ideal. Los tratamientos L SDOB y E.
L SDOB alcanzaron el mayor tiempo con 62.8 y 61.7 dias en la velocidad de brotacion,
respectivamente. La planta, al producir un brote por yema injertada proporciona multiples
ventajas, ya que, al salir acampo con la madurez éptima y al realizar la poda de formacion
adecuada, los brotes emergeran en diferentes puntos, lo cual proveera una estructura
conveniente. Una planta al salir a campo con un brote maduro, no tendra ninguin problema
en el manejo al momento de la implantacion. Lo anterior coincide con Villegas Monter
(2018), donde menciona que, en la produccion de planta certificada injertada bajo la
técnica de solo doblado, la planta desarrolla un brote maduro y esta al salir a campo
garantiza éxito.

Cuadro 2. Respuesta de los tipos de injerto y las técnicas de manipulacion de las plantas en el nimero de brotes por
yema injertada a los 50 dias después del injerto (DDI) y en la velocidad de brotacién por yema injertada.

Tiposde  Técnicas de manipulacion  Numero de brotes por yema Numero de dias en la
injerto de las plantas injertada a los 50 DDI velocidad de brotacion
después del injerto

T DEC 3b 332a
T CMCyD 1a 554 b
T SDOB 1a 59.7b
L DEC 4b 331a
1 CMCyD 1a 485b
L SDOB 1a 62.8c

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais | Capitulo 3 _



E.L DEC 55¢ 317 a
E.L CMCyD 16 a 426 a
E.L SDOB 1a 617¢c

* Medias con la misma letra dentro de las columnas, son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P< 0.05%.

Por otro lado, lo que se obtiene con la técnica DEC es una sobrebrotacion a partir
de la yema injertada. Esto se observo en los tres tipos de injerto donde se decapitaron
las plantas, siendo los tratamientos T DEC, 1 DEC y E. L DEC los que manifestaron dicha
cualidad, con un promedio de 4.1 brotes por yema injertada. Cuando los brotes emergen
a partir del mismo punto compiten entre ellos, lo cual provoca plantas débiles y poco
vigorosas, haciéndolas susceptibles al momento de establecerse en terreno definitivo.
Para efectos del porcentaje de prendimiento por yemainjertada, se lograron prendimientos
aceptables (Cuadro 3), para ello se cuantificé de acuerdo a la ecuacion descrita y se
analizaron sus medias. Se observo mayor prendimiento en los tratamientos E.L DECYE. L
CMCyD con un 100% de las yemas injertadas. Tomando en cuenta todos los tratamientos
con sus repeticiones, se obtuvo un porcentaje de prendimiento general de 89.6% de las
yemas injertadas. Segun responsables técnicos de VPP, 2023 (comunicacion personal),
prendimientos por encima del 80% son aceptables de manera experimental.

Cuadro 3. Respuesta de los tipos de injerto y las técnicas de manipulacion de las plantas en el porcentaje de
prendimiento por yema injertada.

Tipos de injerto  Técnicas de manipulacion de las plantas  Prendimiento por yema injertada (%)

T DEC 86.6
T CMCyD 933
T SDOB 86.6
1 DEC 80
1 CMCyD 80
1 SDOB 86.6

E.L DEC 100

E.L CMCyD 100

E.L SDOB 933

4 CONCLUSIONES

Con las técnicas CMCyD y SDOB se obtuvo como respuesta la emergencia de un
brote por yema injertada aun cuando se realiza cualquier tipo de injerto. Ambas técnicas
pueden utilizarse para propagar plantas con caracteristicas agrondmicas ideales para

salir campo y ser implantadas en terreno definitivo con éxito.
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RESUMO: A planta do lupulo pertence a familia
Cannabaceae é de grande importancia para as
cervejarias. Para essa espécie a propagagao
vegetativa por estacas é muito utilizada
devido a dificuldade em produzir sementes,
e também pela vantagem dos descendentes
serem iguais a planta-matriz. Objetivou-se
avaliar a propagacao vegetativa de Iupulo
mediante diferentes tamanhos de estacas e
concentracdes de &acido indolbutirico (AIB)
em hidroponia. O experimento foi conduzido
em ambiente protegido na Universidade
Tecnolodgica Federal do Parana - Campus Dois
Vizinhos, no periodo de setembro & novembro
de 2019. O delineamento experimental foi em
esquema fatorial, onde o fator 1: tamanho de
estacas: 5, 7 e 9 cm e fator 2: doses de acido
indol butirico (AIB) 0, 500, 1500 mg L', com
trés repeticoes. Cada unidade experimental
com 10 estacas, totalizando 270 estacas. As
estacas foram colocadas para enraizar em
espuma fenolica em sistema hidropénico de
fluxo laminar de nutrientes (NFT), com solucao
nutritiva Furlani (50%), durante 25 dias. As
variaveis analisadas foram altura, nUmero de
folhas, comprimento da maior raiz, massas
fresca e seca (parte aérea e raiz). Estacas com
9 cm de comprimento e a dose de 1500 mg L
apresentaram maior crescimento em altura,
numero de folhas, comprimento da maior raiz.
Para as variaveis massa fresca da parte aérea
e daraiz as estacas de 5 e 7 cm obtiveram os
melhores resultados na dose de 500 mg L' de
AIB. As estacas de 9 cm e na dose de 1500 mg
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L' de AIB resultaram em maior acumulo de massas fresca e seca da parte aérea e raiz.
Conclui-se que para propagacao vegetativa de lupulo estacas com 9 cm de comprimento
e a dose de 1500 mg L*' de AIB apresentaram os melhores resultados de crescimento
e acumulo de biomassa. A utilizagdo do acido indolbultirico € uma maneira de tornar o
enraizamento mais eficiente, possibilitando ao produtor de lupulo beneficios em termos
de maior qualidade de mudas de Iupulo.

PALAVRAS-CHAVE: Humulus lupulus L. Propagacao vegetativa. Auxinas.

LENGTH OF CUTTINGS AND DOSES OF INDOLBUTYRIC ACID IN THE PRODUCTION
OF HOP SEEDLINGS IN HYDROPONICS

ABSTRACT: The hop plant belongs to the Cannabaceae family and is of great
importance for breweries. For this species, the vegetative propagation by cuttings is
widely used due to the difficulty in producing seeds, and also due to the advantage of the
descendants being equal to the parent plant. The objective of this study was to evaluate
the vegetative propagation of hops using different cuttings sizes and concentrations of
indolbutyric acid (IBA) in hydroponics. The experiment was conducted in a protected
environment at the Federal University of Technology of Parana - Campus Dois Vizinhos,
from September to November 2019. The experimental design was in a factorial scheme,
where factor 1: cuttings size: 5, 7 and 9 cm and factor 2: doses of indole butyric acid
(IBA) 0,500, and 1500 mg L, with three replications. Each experimental unit 10 cuttings,
cuttings totaling 270. The cuttings were placed to root in phenolic foam in a hydroponic
system of laminar flow of nutrients (NFT), with Furlani nutrient solution (50%), for 25
days. The variables analyzed were height, number of leaves, length of the largest root,
fresh and dry mass (aerial part and root). Cuttings 9 cm long and the dose of 1500 mg
L' showed greater growth in height, number of leaves, length of the largest root. For the
variables fresh weight of the aerial part and the root, the cuttings of 5 and 7 cm obtained
the best results in the dose of 500 mg L of IBA. The 9 cm cuttings and the 1500 mg
L dose of IBA resulted in a greater accumulation of fresh and dry masses of the aerial
part and root.It was concluded that for vegetative propagation of hops cuttings 9 cm
long and the 1500 mg L* dose of AIB showed the best results for growth and biomass
accumulation. The use of indolbultyric acid is a way of making rooting more efficient,
enabling the hop grower to benefit from higher quality hop seedlings.

KEYWORDS: Humulus lupulus L. Vegetative propagation. Auxin.

1INTRODUGAO

O lupulo (Humulus lupulus L) € uma espécie natural do Hemisfério Norte de origem
europeia, com caracteristica de ser trepadeira e perene, sendo utilizado para diversos fins,
na industria de cosméticos, como planta medicinal e na producdo da cerveja (Marcos et
al,, 2011). E uma planta dioica que pertence a familia Cannabaceae (Silva e Faria, 2008). O
caule apresenta pilosidades e é oco, de cor verde ou violeta (Marcos et al., 2011). No caule
se tem as estipulas, local onde saem as folhas, que sdo opostas. Os bordos das folhas sao

serrados e apresentam uma pubescéncia na parte inferior (Rodrigues et al., 2015).
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O lupulo apresenta glandulas de lupulina que armazenam resinas e oleos
essenciais, com propriedades anti-inflamatérias, anti-bacterianas e antioxidantes (Farag
e Wessjohann, 2012), o que o torna um 6timo conservante, pois evita a contaminacao
pela bactéria Gram positiva (Silva e Faria, 2008). Somente as flores femininas séo
utilizadas para a producao da cerveja, pois na resina se tem os alfa e beta acidos que sao
responsaveis pelo amargor da cerveja (Canbas et al., 2001).

E uma planta que se reproduz tanto de maneira sexuada (sementes) quanto de
maneira assexuada (estaca ou rizoma). Sendo a propagacao vegetativa mais largamente
usada a nivel comercial, devido a ndo segregacao dos caracteres da variedade (Rodrigues
et al., 2015). De acordo com os autores a propagacéo assexuada faz com que a progénie
tenha as mesmas caracteristicas da planta mae, além de ter uma redugao do periodo
juvenil e maior taxa de pegamento do que via semente, uma vez que se faz necessario a
quebra da dorméncia, imersao, lavagem e refrigeracdo, o que caracteriza um processo
demorado, trabalhoso e custoso.

A propagacdo assexuada através da estaquia se torna uma alternativa para
obter plantas homogéneas e com caracteristicas desejaveis (Lima et al., 2010).
Fachinello et al. (2005) afirmam que na propagacdo vegetativa por estaquia, a
rizogénese adventicia ocorre em segmentos destacados da planta matriz a partir da
influéncia e equilibrio de diferentes reguladores de crescimento que, sob condicoes
favoraveis, originam outra planta.

De acordo com Hartmann et al., (2011) o acido 3-indolbutirico (AIB) € uma auxina
amplamente usada no estimulo ao enraizamento, o que se deve a sua menor mobilidade,
fotosensibilidade e maior estabilidade quimica na planta. Segundo Fachinello et al.,
(2005) o AIB pode promover a formacdo de raizes em estacas, acelerar a iniciagcdo
radicular, aumentar nimero e qualidade de raizes produzidas e aumentar a uniformidade
de enraizamento.

Uma técnica promissora para producao de mudas por propagacao vegetativa é
o cultivo hidropdnico, utilizando como substrato a espuma fendlica, permite producao
rapida de mudas sadias, livres de fitopatdgenos, e o uso racional da agua (Santos, 2015).

O cultivo do lupulo no Brasil € uma atividade recente, pouca informacéo se tem a
respeito dessa cultura. Nesse sentido, verifica-se a importancia de pesquisas que gerem
informagdes para os produtores, quanto a propagacao do lupulo. Dessa forma, objetivo
do trabalho foi avaliar a propagacgao vegetativa do lupulo mediante diferentes tamanhos

de estacas e doses de acido indolbutirico (AIB).
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de setembro a novembro de 2019,
em ambiente protegido modelo em arco, com cobertura plastica de polietileno de
baixa densidade, situado na area experimental da Unidade de Ensino e Pesquisa em
Olericultura da Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR) — Campus Dois
Vizinhos, localizada na regido Sudoeste do Parana (latitude de 25° 69’ S, longitude de
530 09’ W e altitude média de 546 m) (Inmet, 2019). Segundo a classificacdo de Koppen
o clima da regido é classificado como Cfa-subtropical Umido, sem estacao seca definida
e temperatura média do més mais quente de 22°C (Alvares et al., 2013).

A cultivar estudada foi a Cascade oriunda de plantas adultas com dois anos,
cultivadas no setor de olericultura da UTFPR.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, em esquema fatorial, onde
o fator 1: tamanho de estacas: 5, 7 e 9 cm e fator 2: doses de acido indol butirico (AIB)
0, 500, 1500 mg L, com trés repeticdes. Cada repeticdo com 10 estacas, totalizando
270 estacas.

As estacas foram oriundas da porcao basal da planta, cortadas logo acima da
gema. Deixou-se uma folha em cada estaca. A base das estacas foi imersa (1cm) durante
dez segundos (Coelho e Messias, 2000), em solugéo hidroalcodlica de AIB (5 ml por
tratamento). As concentragdes (mg L) de: 0, 500 e 1500 que foram obtidas por meio
da dissolucao de acido indol-3-butirico com 99% de pureza, produzido pela MERCK em
solvente composto de 50% de agua destilada e 50% de élcool etilico p.a. de 99,5% de
pureza (Hartmann et al., 2011). O controle consistiu de agua destilada.

As estacas foram colocadas para enraizar em espuma fendlica de dimensées (3
x 3 cm) e mantidas em perfis de polipropileno no sistema de fluxo laminar de nutrientes
(NFT) com solucao nutritiva Furlani (1998) a 50%. Cada perfil continha um tratamento
com 27 estacas. Os intervalos de irrigacdo eram controlados com temporizador (timer),
com intervalo de 15 minutos ligado e 15 minutos desligado durante o dia, e a noite 30
minutos ligado e 30 minutos desligado.

O pH e a condutividade elétrica foram determinados na implantacdo do
experimento e a cada dois dias com auxilio de pHgametro e condutivimetro digital da
marca Hanna®. Os valores de pH foram mantidos entre 5,5 e 7,0 e a condutividade elétrica
na faixa de 2,0 a2,5mS m™.

A mesa de producédo foi constituida de tubos de polipropileno de 6 m de
comprimento, com calhas de recolhimento de solugao nutritiva, e motobomba para fazer

a succao da solucdo. A solucao nutritiva foi armazenada em caixa de agua de 500 litros.
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Aos 25 dias apods o transplantio foram avaliadas a altura das mudas mensurada
com régua milimétrica, da base até a ultima folha completamente expandida; numero de
folhas contadas da base até a ultima folha completamente expandida. Para determinagao
da massa verde e seca da parte aérea e raiz foi utilizado balanca de precisido (0,0001
g). Posteriormente, o material foi acondicionado na estufa com circulagdo de ar forcada
a 65°C até massa constante, para determinacéao da massa seca da parte aérea e raiz.
O comprimento da maior raiz foi obtido com régua milimétrica, medindo-se do colo a
extremidade da raiz mais longa. Todas as avaliagbes foram realizadas com quatro mudas
por unidade experimental.

Os dados foram submetidos a andlise da variancia (Teste F) e as médias

comparadas pelo teste Scott Knott (p<0,05), utilizando-se software estatistico R.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a altura das mudas de lupulo as estacas com 9 cm e na dose 1500 mg L
apresentaram a melhor resposta de crescimento em altura (Tabela 1). As estacas de 5e 7
cm nao apresentaram diferencas significativas nas doses de AIB avaliadas.

Nas estacas com 9 cm e na dose de 1500 mg L verificou-se incremento em altura
de 15,6% a mais do que a dose 500 mg L' e 13,4% a mais que na dose 0 mg L de AIB.

Como parametro minimo de altura das mudas para o transplante no campo € de
15 cm (Wendling e Dutra, 2010), todos os tratamentos atenderam as condi¢des de altura
adequada para o transplante a campo. A altura € um dos parametros mais utilizados na
classificacao e selecao de mudas nos viveiros, sendo considerada como uma das mais
importantes caracteristicas para se estimar o potencial de desempenho das plantas no

campo (Carneiro, 1995).

Tabela 1. Altura de mudas de IUpulo produzidas em funcéo de diferentes tamanhos de estaca e doses de AIB.

Altura (cm)
Estacas (cm)/Doses OmglL? 500 mg L' 1500 mg L Média
5 19,08 aA* 19,91 aA 19,00 bA 19,3
7 20,00 aA 20,50 aA 18,58 bA 19,7
9 19,75 aB 19,25 aB 22,8 aA 20,6
Média 19,7 19,9 20,2
CV.% 7,63

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram significativamente, pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Autoria propria (2024).

Para numero de folhas de mudas de lupulo constatou-se que as estacas de 9

cm resultaram em maior niumero de folhas (13,61), e os demais tamanhos de estacas
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nao diferiram estatisticamente entre si (Tabela 2). O maior nimero de folhas em estacas
com 9 cm de comprimento esta relacionado ao maior nimero de raizes e ao maior
comprimento da maior raiz. Somente ocorre a formagao de folhas se houver emissao de

raizes adventicias, que fornecem suprimento nutricional e hidrico (Hartmann et al., 2011).

Tabela 2. Numero de folhas de mudas de Iipulo produzidas em fungao de diferentes tamanhos de estaca.

Comprimento de estacas (cm) Numero de folhas
5 10,11 b*
7 10,44 b
9 13,61a
Média 11,39
CV.(%) 10.57

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferiram significativamente pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Autoria propria (2024).

Verificou-se que as doses de AIB influenciaram significativamente o numero de
folhas, sendo que o maior nimero de folhas (13,27) foi observado na dose de 1500 mg L

(Tabela 3).
Tabela 3. Numero de folhas de mudas de lupulo produzidas em fungéo de diferentes doses de AIB.
Doses de AIB (mg L") Nuamero de folhas

0 10,30 b*
500 10,58 b
1500 13,27 a

Média 11,38

CV.% 10,76

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferiram significativamente pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Autoria propria (2024).

O comprimento de estacas influenciou significativamente o comprimento da
maior raiz. Estacas com 9 cm de comprimento resultaram em maior comprimento da raiz
(Tabela 4). O menor comprimento da maior raiz foi verificado nas estacas com 5 cm de

comprimento.

Tabela 4. Comprimento da maior raiz de mudas de lupulo produzidas em fungdo de diferentes tamanhos de estaca.

Comprimento de estacas (cm) Comprimento da maior raiz (cm)
5 6,47 c*
7 6,58 b
9 722 a
Média 6,76
C. V.(%) 9,45

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferiram significativamente pelo teste de Scott Knott
a 5% de probabilidade. Fonte: Autoria propria (2024).
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Com relagdo ao comprimento da maior raiz de lupulo verificou-se que na dose
de 1500 mg L™ ocorreu maior crescimento da maior raiz (7,77 cm) (Tabela 5). O menor
comprimento da maior raiz foi constado na dose zero de AIB. A aplicacéo de auxina pode
proporcionar maior velocidade de formacgao, qualidade e uniformidade do sistema radicial,
neste caso evidenciado pelo aumento do comprimento da maior raiz (Hartmann et al.,
2011). Nesse sentido, a emissdo de raizes em maior nimero e comprimento é fundamental
quando o objetivo é a producdo de mudas em escala comercial, que resulta em maior
percentual de pegamento das mudas no campo (Zietemann e Roberto, 2007).

Tabela 5. Comprimento da maior raiz de mudas de lupulo produzidas em fungéo de diferentes doses de AlB.

Doses de AIB (mg L ) Comprimento da maior raiz (cm)
0 616c*
500 6,63 b
1500 7,77 a
Média 6,85
CV% 9,62

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferiram significativamente pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Autoria propria (2024).

Para variavel massa fresca da parte aérea as estacas de 5 e 7 cm obtiveram os
melhores resultados na dose de 500 mg L' de AIB (Tabela 6). Paras as estacas de 9 cm
a dose de 1500 mg L™ de AIB resultou em maior acumulo de biomassa. Também, podem
ter contribuido para os resultados de maior biomassa, o maior crescimento em altura e o
maior numero de folhas nesse tratamento.

Braga et al., (2006) verificaram que o comprimento da estaca de maracujazeiro
(Passiflora edulis) influenciou nas reservas de carboidratos, bem como no volume de
auxinas enddgenas, isso ocasionou maior sobrevivéncia, e maior nimero e tamanho das
brotagdes durante o periodo inicial de crescimento.

Tabela 6. Massa fresca da parte aérea de mudas de lipulo produzidas em fungdo de diferentes tamanhos de
estaca e doses de AIB.

Massa Fresca parte aérea (g planta™)

Estacas (cm)/ Doses OmglL" 500 mg/L 1500 mg/L Média
5 2,30 aB 2,39 aA 2,32 bB 2,34
7 2,32 aB 2,40 aA 2,34 bB 2,35
9 2,33aB 2,37 aB 2,43 aA 2,38
Média 2,32 2,39 2,36
CV% 1,02

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferiram significativamente, pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Autoria propria (2024).
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Para variavel massa seca da parte aérea verificou-se que o tamanho de estaca
de 9 cm e a dose de 1500 mg L resultaram em maior acumulo de massa seca da parte
aérea (Tabela 7). Os tamanhos de estaca 5 e 7 cm e as doses 0 e 500 mg L, ndo
apresentaram diferenca significativa. O incremento de biomassa seca com a dose de
1500 mg L foi de 15,4% em relagéo a dose 0 mg L' de AIB.

Tabela 7. Massa seca da parte aérea de mudas de lipulo produzidas em fungao de diferentes tamanhos de estaca
e doses de AIB.

Massa Seca Parte Aérea (g planta)

Estacas (cm)/ Doses OmglL? 500 mg L1 1500 mg L Média
5 0,22 aA* 0,23 aA 0,21 bA 0,22
7 0,21aA 0,23 aA 0,22 bA 0,23
9 0,22 aB 0,24 aB 0,26 aA 0,24
Média 0,22 0,23 0,23
CV% 2,37

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferiram significativamente, pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Autoria prépria, 2024.

A percentagem de enraizamento das estacas foi de 100% para todos os
tratamentos avaliados. Para Gomes (2018) o maior desempenho vegetativo ocorre em
estacas de lupulo com folhas do que na auséncia das mesmas, garantindo enraizamento
e brotagao; resultando em maior massa fresca e consequentemente massa seca, devido
aos fotoassimilados gerados nas folhas. No experimento, foram utilizadas estacas com
a presenca de uma folha por estaca, o que pode ter contribuido para os resultados de
enraizamento de estacas.

De acordo com Lima et al,, (2007), para alto percentual de enraizamento de
estacas, a presenca de folhas em estacas é fundamental, pois alteram a disponibilidade
de auxinas e fotoassimilados para a formagdo das raizes, favorecendo assim o
enraizamento.

Resultados semelhantes foram obtidos por Karimi et al. (2014) que avaliaram
o efeito das concentracdes (0; 100; 250 e 500 mg L' de AIB) no enraizamento e
crescimento de mudas de tomilho (Thymus satureioides, Lamiaceae) e constataram
que na concentracao de 500 mg L* de AIB, as plantas que apresentaram a maior altura
corresponderam em maior biomassa aérea. Os autores afirmam que o crescimento
superior das raizes nesse tratamento contribuiu para o crescimento da parte aérea.

Também Biasi e Costa (2003) avaliando a propagacéo vegetativa de Lippia alba

por meio de estacas de diferentes comprimentos (5, 10, 15 e 20 cm) observaram que o
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aumento do tamanho da estaca proporcionou aumento linear nas variaveis percentagem
de enraizamento e nimero de raizes emitidas por estaca, sendo que, todas as estacas de
20 cm enraizaram, o que foi atribuido pelos autores, a maior quantidade de reservas de
carboidratos presentes nas estacas maiores, que seriam utilizadas para a formacgao de
brotos e de raizes novas (Hartmann et al., 2011).

Para a variavel massa fresca da raiz, no tamanho de estaca 5 e 7 cm; e na dose de
500 mg L resultaram em maior ganho de massa fresca da raiz (Tabela 8). Para estacas
com 9 cm de comprimento e a dose de 1500 mg L' apresentou os melhores resultados

de massa fresca da raiz.

Tabela 8. Massa fresca da raiz de mudas de lupulo produzidas em fungéo de diferentes tamanhos de estaca e

doses de AIB.
Massa Fresca Raiz (g planta™)
Estacas (cm)/ Doses OmglL? 500 mg/L 1500 mg/L Média
5 1,61 aB* 1,70 aA 1,64 bB 1,65
7 1,64 aB 1,712aA 1,66 bB 1,67
9 1,65 aB 1,72 aB 1,76 aA 1,71
Média 1,63 1,71 1,68
CV% 57

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferenciam significativamente,
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Autoria prépria (2024).

Com relacdo a massa seca da raiz houve diferenca significativa entre os
tratamentos avaliados (Tabela 9). Estacas de 9 cm de comprimento e a dose de 1500
mg L' apresentaram os melhores resultados de massa seca da raiz. A massa seca das
raizes € um parametro importante na avaliagdo do vigor da estaca, onde estacas com
poucas reservas tém baixo vigor (Lima et al. 2006), verificou-se que estacas com 9 cm
de comprimento apresentaram mais reservas, o que resultou em maior acumulo de massa
seca da raiz.

Os resultados do presente estudo estao de acordo com Bona et al. (2010) com a
propagacao vegetativa de lavanda (Lavandula dentata, Lamiaceae) verificou que a massa
seca de raizes aumentou proporcionalmente com as concentragdes de AlB (0; 500; 1000;
2000; 3000 mg L), as raizes tratadas com as doses mais elevadas de AIB apresentaram
qualidade superior, sendo mais densas e bem formadas, caracteristica desejavel no
momento do plantio da muda a campo. Observou-se que o AIB melhorou a qualidade das

raizes, sendo estas bem formadas e ramificadas.
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Tabela 9. Massa seca da raiz de mudas de Itpulo produzidas em fungéo de diferentes tamanhos de estaca e doses

de AIB.
Massa Seca da raiz (g planta)
Estacas (cm)/ Doses OmglL?! 500 mg/L 1500 mg/L Média
5 0,16 aA* 0,18 aA 0,19 bA 0,18
7 0,18 aA 0,19 aA 0,19 bA 0,19
9 0,19 aB 0,18 aB 0,23 aA 0,20
Média 0,18 0,18 0,20
CV% 4,5

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha, nao diferenciam significativamente,
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Autoria prépria (2024).

4 CONCLUSAO

A propagacao vegetativa de lupulo com estacas de 9 cm de comprimento e a
dose de 1500 mg L™ de AIB resultaram em maior altura, numero de folhas, comprimento
da maior raiz, massas fresca e seca da parte aérea e da raiz.

A propagacéao de lupulo por meio de hidroponia pode ser viavel, uma vez que se

obtem mudas sadias e em periodo curto de tempo (25 dias).
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ESTADOS DE MEXICO!

RESUMEN: La anaplasmosis bovina es
una enfermedad producida por la bacteria
intraeritrocitica Anaplasma marginale, de
gran importancia economica y clinica en
la ganaderia bovina. Esta enfermedad se
transmite por insectos hematofagos vy
garrapatas, ademas puede transmitirse
de forma iatrogénica mediante el uso de
instrumentos o equipo contaminado con
sangre infectada, o de forma vertical, de la
hembra gestante a la cria, con diferentes
desenlaces de acuerdo al estado inmune
de los animales. La anaplasmosis bovina se
distribuye ampliamente en el mundo en zonas
de clima tropical por la presencia del vector
bioldgico, las garrapatas, asi como en zonas de
clima templado debido a bajos estandares de
manejo que facilitan la transmision iatrogénica
o por un inadecuado monitoreo de los hatos
para determinar la presencia del patogeno,
lo cual puede contribuir a la permanencia en
los hatos debido a la transmision vertical. En
México, la prevalencia seroldgica y molecular
de anaplasmosis bovina es superior al 50% en
las regiones calidas, principalmente Estados
costeros, mientras que, en los Estados
del Norte del pais, la prevalencia suele ser
menor al 25%. En este trabajo, se detectaron
prevalencias superiores al 75% en muestras
obtenidas de tres hatos, originarios de
Chiapas, Guerrero y Jalisco, mediante ELISA
indirecta. La finalidad del estudio fue verificar
si la deteccion serologica de anticuerpos
contra A. marginale en los tres hatos de
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diferentes Estados del pais coincidia con las prevalencias reportadas de anaplasmosis
en esos Estados.

PALABRAS CLAVE: Anaplasmosis. Anticuerpos. Inmunoproteccion. Diagnostico.
Prevalencia.

DETECTION OF IMMUNOGLOBULINS AGAINST ANAPLASMA MARGINALE IN
CATTLE FROM THREE STATES OF MEXICO

ABSTRACT: Bovine anaplasmosis is a disease caused by the intraerythrocytic bacterium
Anaplasma marginale, of great economic and clinical importance in cattle breeding. This
disease is transmitted by hematophagous insects and ticks. It can also be transmitted
iatrogenically through the use of instruments or equipment contaminated with infected
blood, or vertically, from the pregnant female to the offspring, with different outcomes
according to the immune status of the animals. Bovine anaplasmosis is widely distributed
in the world in tropical climate zones due to the presence of the biological vector, ticks,
as well as in temperate climate zones due to low management standards that facilitate
iatrogenic transmission or inadequate monitoring of herds to determine the presence
of the pathogen, which can contribute to the permanence in herds due to vertical
transmission. In Mexico, the serological and molecular prevalence of bovine anaplasmosis
is higher than 50% in warm regions, mainly coastal states, while in the northern states of
the country, prevalence is usually less than 25%. In this work, prevalences higher than 75%
were detected in samples obtained from three herds, from Chiapas, Guerrero and Jalisco,
by indirect ELISA. The purpose of the study was to verify if the serological detection of
antibodies against A. marginale in the three herds from different states of the country
coincided with the reported prevalences of anaplasmosis in those states.
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1INTRODUCCION

La bacteria Anaplasma marginale, perteneciente al orden de los Rickettsiales,
es el patdogeno causante de la anaplasmosis bovina en México, cuyos signos clinicos
mas notorios son fiebre, disminucion de la ingesta, anemia, disminucion o pérdida de la
produccioén de leche, disminucién en la produccion de carne, posibilidad de aborto en el
tercer tercio de la gestacion y muerte en animales adultos, presentando cuadros crénicos
en los animales que sobreviven a la primera infeccion con ictericia o palidez de mucosas
y reincidencias ciclicas cada 6 a 8 semanas (Salinas-Estrella et al, 2023).

Esta enfermedad esta ampliamente distribuida en el mundo y, en nuestro pais, se
presenta principalmente (aunque no se limita) en zonas con clima tropical o subtropical,
las cuales son el lugar donde la garrapata comun del ganado, Rhipicephalus microplus
(Cobaxin-Cardenas et al, 2019), prolifera en mayor medida por las condiciones Optimas
de calor y humedad. La distribucion de la garrapata esta estrechamente relacionada,

ya que es el vector bioldgico de la bacteria (Amaro-Estrada et al, 2020), sin embargo,
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en otros paises se han detectado otras especies transmisoras de anaplasmosis, como
Dermacentor spp (Estrella et al, 2022), por lo que se cree que especies de este género
puedan estar involucradas en su transmisién en México, coadyuvando en una mayor
distribucion de la enfermedad. Aunado a esto, una forma muy comun de transmision o
dispersion de la anaplasmosis bovina es mediante el uso de instrumental (agujas, navajas,
etc.) contaminado con sangre infectada en dos o mas animales (Salinas-Estrella et al,
2023). Asimismo, las moscas y los tabanos pueden actuar como vectores mecanicos,
llevando sangre infectada de un animal a otro (Bautista-Garfias et al, 2021).

Finalmente, otra forma de transmision de la anaplasmosis bovina es de la
vaca a la cria; el pronostico dependera del estado inmunolégico de la vaca, asi como
el manejo general del hato, puesto que situaciones de estrés (cambios climaticos
severos, excesivo movimiento de ganado, o presencia de otras enfermedades) pueden
desencadenar una inmunodepresion que facilite brotes de anaplasmosis en lugares
aparentemente controlados.

Con la intervencion de todos estos factores se considera que la anaplasmosis
bovina tiene una prevalencia de mas del 50% en la mayoria de los estados costeros de la

Republica Mexicana (Rodriguez et al, 2009).

2 OBJETIVO

En el presente trabajo se obtuvieron muestras de tres hatos localizados en
tres estados diferentes: Chiapas, Guerrero y Jalisco, con el objetivo de confirmar si la
deteccion serologica de productos de la respuesta inmune contra Anaplasma marginale
coincidia con la prevalencia reportada para los mismos Estados y, mas adelante, evaluar
las diferencias en las proporciones de inmunoglobulinas indicativas de una respuesta

inmune protectora contra la anaplasmosis bovina.

3 MATERIALES Y METODOS

La obtencion de muestras de sangre se realizd a disponibilidad de personas
encargadas de hatos amenas a permitir el muestreo de los bovinos. Se realizo la toma
de muestras utilizando el sistema Vacutainer® con tubos sin anticoagulante. Los tubos se
dejaron reposar a temperatura ambiente durante aproximadamente una horay, en algunos
casos fueron almacenados en refrigeracion por unas horas. Se centrifugaron a 4500 rpm,
durante 10 min en centrifuga clinica. Se realizaron alicuotas de los sueros sanguineos
obtenidos y se mezclaron con glicerina (v/v) para promover una mejor conservacion de

los componentes seroldgicos.
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Se realizé un ensayo de ELISA indirecta utilizando el paquete PAdianaVET
(INIFAP), utilizando placas de poliestireno fijadas con antigeno crudo de A. marginale
(Preciado de la Torre et al, 2021; Salinas-Estrella et al, 2022). Las lecturas de densidad
optica se analizaron en un paquete informatico de hoja de datos para obtener el punto
de corte, asi como el indice de positividad de cada muestra (Salinas-Estrella et al, 2022).

4 RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de 297 muestras de suero sanguineo de bovinos. De estas,
87 provenian del Estado de Guerrero, 63 de Jalisco y 147 de Chiapas. Sin embargo, de
las 87 muestras del Estado de Guerrero, dos de ellas no estaban identificadas, por lo que
esas muestras se eliminaron del andlisis final, asimismo, 5 de las muestras de Jalisco no

se pudieron probar. En el cuadro 1 se resumen resultados de las muestras analizadas.

Cuadro 1. Recuento de muestras analizadas, positivas y negativas.

Estado de NUm. muestras Muestras Muestras Muestras Prevalencia
origen obtenidas viables para positivas negativas
analisis
Chiapas 147 147 134 13 9116%
Guerrero 87 85 65 20 76.47%
Jalisco 63 58 51 7 87.93%
Totales 297 290 250 40 86.21%

Al realizar el ensayo de ELISA indirecta, se obtuvieron los indices de positividad

que se observan en las figuras 1, 2 y 3, por cada Estado.

Figura 1. Presencia de anticuerpos en muestras de Chiapas mediante ELISA.
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Figura 2. Presencia de anticuerpos en muestras de Guerrero mediante ELISA.
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Figura 3. Presencia de anticuerpos en muestras de Jalisco mediante ELISA.
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Las prevalencias obtenidas por grupo de bovinos (por Estado) se observan en la
figura 4. Estas prevalencias, a pesar de ser de un solo grupo de animales por cada Estado,
coinciden con la distribucién de la anaplasmosis (figura 5) reportada en la literatura para
el Estado de Chiapas, no asi para los Estados de Guerrero y Jalisco, puesto que las

prevalencias obtenidas fueron mayores a las reportadas (Rodriguez et al, 2009).

Figura 4. Muestras positivas a anticuerpos contra A. marginale.
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Figura 5. Comparacion de prevalencias obtenidas en los hatos de tres Estados de México, con la prevalencia
serologica conocida (colores rojo, naranja y amarillo en el mapa representan alta, media y baja prevalencia) de la
anaplasmosis bovina en México (Imagen modificada de Preciado de la Torre et al, 2021).
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5 CONCLUSIONES

Los hatos de los cuales se obtuvieron las muestras de suero se encuentran en
zonas enzoodticas de anaplasmosis bovina, con prevalencias superiores al 50%. A pesar
de no ser un muestreo amplio de la poblacién ganadera de México o de cada Estado, si
indica que el problema de la anaplasmosis es vigente y de gran magnitud, por lo que es
necesario seguir trabajando en estrategias para controlar y disminuir su impacto en la

produccién bovina.

6 PERSPECTIVAS

Los sueros obtenidos seran analizados para determinar la proporciéon IgGi/
IgG2, de manera que puedan ser un indicativo del tipo de respuesta inmune desarrollada
por cada bovino. Lo cual podria aumentar la profundidad de andlisis sobre cada region
para determinar si las cepas de A. marginale presentes en cada lugar se mantienen en
estabilidad enzoodtica o representan un problema de infecciones ciclicas con cuadro

clinicos graves.
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ABSTRACT: Feedlot’s high-intensity
operations achieve average daily gains of 1.36-
1.9 kg, with peak values up to 2.5 kg. Despite
the efficient dietary practices that maximize
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CATTLE FEEDLOT

digestibility and energy, feedlot systems are
highly dependent on imported feed, making
them susceptible to market fluctuations
and posing environmental challenges due
to nutrient waste. This study evaluates the
Nutrient Use Efficiency (NUE) of Dry Matter
(DM), Nitrogen (N), and Phosphorus (P) in
a central Mexican feedlot with a maximum
capacity of 8,000 animals, aimed at quantifying
nutrient retention as live weight gain (LWG).
A mass balance methodology was used to
assess nutrient inputs and outputs over one
year. The results indicated that the NUE was
15% for DM, 17% for N, and 29% for P, with
the majority of nutrients lost in feed waste,
manure and energy for maintenance. The
findings suggest that while improvements in
feed management, infrastructure, and genetic
and sanitary measures can slightly enhance
NUE, substantial gains are limited to about 5%.
The most significant opportunity for improving
overall NUE and reducing environmental
impact lies in revaluing manure as a co-
product rather than waste. Effective manure
management can retain more nutrients within
the system, thereby enhancing the efficiency
and sustainability of feedlot operations. This
comprehensive assessment underscores
the importance of targeted strategies to
optimize nutrient use in feedlots, highlighting
the potential benefits of treating manure as a
valuable resource.

KEYWORDS: Feedlot nitrogen efficiency.
Feedlot phosphorus efficiency. Mass balance
feedlot.
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1INTRODUCTION

Feedlots are characterized by the high intensity with which liveweight gains are
attained, reaching 1.36-1.9 kg of average daily gain (ADG) and up to 2.5 kg (NRC, 2000).
Achieving these ADGs requires a series of management practices, the most influential
factor has been established to be the dietary composition, providing high digestibility,
energy and protein, as well as growth promoters (Berthiaume et al., 2006; Gorocica-
Buenfil & Loerch, 2005). To supply these complex diets in the large quantities, feedlots
permanently import prime matters, such as grains and forages. Relying entirely on
imported feed for production, feedlots are inherently dependent systems, making them
susceptible to agricultural and market fluctuations (Cheng et al., 2022). Additional to
the vulnerability the dependency confers, feedlots face challenges associated with
the environmental impacts generated, mainly arising from the fractions of Dry matter
(DM), Nitrogen (N) and Phosphorus (P) that are not retained as weight gain, and
therefore result in wasted nutrients (Cheng et al., 2022). DM and N released to the
environment contribute to livestock greenhouse gases emissions as nitrous oxides and
methane. Conversely, N and P losses affect air quality, generate aquatic and terrestrial
acidification and eutrophy marine and freshwater environments (Angelidis et al., 2019).
Thereby, assessing the amount of nutrients that are transformed into weight gain and
the amount considered waste is important not only to develop dietary management
plans to minimize losses, but also to reduce the consequential emissions. The portion of
nutrients retained in the end product (weight gain) is commonly referred to as Nutrient
Use Efficiency (NUE) (Vaneeckhaute et al., 2014). The NUE is obtained through mass
balance assessments, which determine the difference between nutrient inputs and
outputs. Mass balance studies are a first approach into the comprehensive analysis
of NUE, providing with a quantitative framework to estimate and identify nutrient flows
(Homolka et al., 2021). This methodology has been widely applied in the agricultural
sector, and feedlot productions, since it has proven to be simple, flexible and an
affordable tool in the pursuit towards more efficient production (Luebbe et al., 2012;
Rout & Behera, 2021).

Feedlot management practices vary significantly in terms of feeding ingredients,
quantities, geographical region, breed, and other factors. Consequently, developing a
mass balance for the specific feedlot targeted for improvement is essential. The aim of the
present study was to estimate the NUE of DM, N and P in a specific feedlot and to quantify

the portions of each nutrient that are not utilized and thus contribute to emissions.
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2 MATERIALS & METHODS

A feedlot mass balance was conducted, evaluating the DM, N and P inputs and
outputs for one year of operation. The feedlot assessed as a case study was located in
central Mexico, where the mean annual temperature is 17 °C (3.4°C min. -31.2°C max.),
mean annual precipitation 700mm, and evapotranspiration potential 1,600mm. The
feedlot had a maximum capacity for 8,000 animals, and the fattening cycle consisted of
six consecutive phases (Table 1), presenting an average initial weight of 240+50 kg and
average final weight of 577+24 kg. After reaching final weight, the animals were sold as
live cattle at farm’s gate.

Upon reception, every animal was subject to the sanitary protocol including
veterinary evaluation, vaccination, deworming, implantation and medical treatment if
necessary.

Table 1. Productivity parameters obtained through farm data analysis corresponding to one year’s activity;
presented by fattening phase.

Unit Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4 Phase 5 Phase 6*
Average Kg 240 +50 266 + 37 352 £ 53 429 + 20 479 + 31 542 + 36
weight
Duration Days 72+36 474229 62+16.1 33+9.0 4616.4 35+6.7
Average daily Kg 0.44 16 +£0.34 17 +0.45 12+041 14+038 1.85+0.32
weight gain
DM intake per Kg day”’ 45 6.7 8.2 9.6 97 105
animal
ME intake per Mcal day” 95 1.8 15 23 27 29
animal
Crude protein % of DM 9 " 13 13.25 125 13
intake
Phosphorus % of DM 0.6 0.45 0.25 0.3 0.3 0.3
intake

Where: ME= Metabolizable Energy, DM= Dry matter.
* Inclusion of Zilpaterol.

We considered tones of liveweight (LW) gain as the only product obtained from
the process, stating that manure (the sum of feces and urine), feed waste, and mortalities
were not included as co-products, nor included in the NUE, since these resources were
not sold or applied as an asset to the system. The spatial boundaries were set to initiate
with feed and livestock inputs, and encompass as far as livestock, manure, feed waste
and mortalities as outputs. To conduct the calculations, the model detailed in Equation 1
was applied:
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Equation 1. Mathematical model used to determine NUE (tones). Where: X = amount of nutrient, if = input as feed,
ilw = input as liveweight, omt = output as mortalities, omet = output through nutrient metabolization, owas = output
as feed waste and om = output as manure.

Xyug =X [Xif + Xiw — Xome — Xomet — Xowas — Xom]

3 RESULTS AND DISCUSSION

Initial results are presented considering overall livestock and feed inputs,
regardless of feed being consumed or dispatched as waste. For this matter, nutrients
flows are presented in Figure 1, showing total inputs of 14,981 tones of LW, 16,839 tones of
DM, 670 tones of N and 131 tones of P. The NUE for DM was only 13%, 15% for N and 24%
for P, achieving a total LW gain of 2,107 tones. Tracking nutrient losses, we can determine
that the largest output was attained by the compound of feed waste and manure, which
represented 40% of the total DM that entered the system, 85% of total N and 74% of
total P. This compound constitutes the prime matter that will enter the respective manure
management system, a process that falls outside the scope of the present study. Another
significant finding, is the loss of nutrients through feed waste, representing 16% of DM,
15% of N and 14% of P that entered the system, which is directly related to inadequate
infrastructure and sub-optimal feed management practices. Considering the previous
statement results were analyzed excluding feed waste parameters, providing insight only
for the fraction of feed that was consumed.

Figure 1. Feedlot nutrient flow. Results of inputs and outputs for one year. Where: T= Tones, LW = Live weight, DM =
Dry matter, N = Nitrogen, P = Phosphorus and NUE = nutrient use efficiency.
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When nutrients corresponding to feed intake were considered as 100%, the
NUE for DM was 15% (Figure 2). For this category, the primary output was the fraction
of DM consumed as energy for maintenance (56%). Table 2 provides reference values
from a standardized source, indicating that 58% of dry matter intake (DMI) is allocated to
energy consumption for maintenance (ASAE, 2005). According to the NRC (2000) the
two most influential factors affecting this allocation are genetics and mean environmental

temperature, but even under optimal conditions, the allocation does not fall below 53%.

Figure 2. Distribution of dry matter Figure 3. Distribution of nitrogen Figure 4. Distribution of phosphorus
intake allocated to corresponding intake allocated to corresponding intake allocated to corresponding

output. output. output.
DM intake output N intake output P intake output
distribution distribution distribution
1
56% frin
83%
I NUE ENUE mManure ENUE mManure
B Manure

Energy formantenance

As for N, NUE was 17% and 83% was excreted in manure (Figure 3), differing by only
2% from the reference values (Table 2). The percentage of nitrogen excreted increases
with higher N intake (Luebbe et al., 2012). This was confirmed in a study where the crude
protein (CP) content of the diet was raised from 13% to 17%, resulting in an increase in the
excretion rate from 82% to 89% (Luebbe et al., 2012). More recent findings by Homolka
et al. (2021) support this, showing that even with smaller increments in CP, from 14.4 to
16%, excretion increased from 86.5 to 87.5%. Studies consistently indicate that increasing
dietary CP beyond 13.5% does not enhance live weight gain, but rather increases nitrogen
excretion in manure (Homolka et al., 2021b; Luebbe et al., 2012; NRC, 2000).

For P the NUE was 29%, with 71% excreted (Figure 4), indicating a higher retention
rate than the reference value (Table 2). The increased NUE may be related to the use
of a more digestible P source in the present study, although this proposition cannot be
conclusively validated due to insufficient information from the reference values. Similar to
N, P excretion rises with increased intake. Authors observed that increasing P content in
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DM from 0.33% to 0.49 resulted in an increase in P excretion from 73% to 81% (Luebbe
et al., 2012). When the increment was from 0.32% to 0.33% excretion shifted from 79.8%
to 80.7%, suggesting that a 0.01% increase in intake leads to a 1% increase in excretion.
However, this relationship requires further measurements for validation (Homolka et al.,
2021). The optimal intake range for P as a percentage of DM is 0.30%-0.35%; values
exceeding this range result in wastage, thereby increasing the excretion percentage.

For feedlots under similar characteristics as the subject of this study, which
provide high digestibility diets (>75%), include growth promoters and anabolic implants,
the NUE has a low improvement margin (NRC, 2000). Regardless of the NUE, it is
inevitable that the majority of the nutrients will ultimately end up in manure.

Table 2. Results of NUE and excretion rates for the present study and the corresponding reference values from
a standardized source (ASAE, 2005). Where: DM = Dry matter, N = Nitrogen, P = Phosphorus, DMI = Dry matter

intake, NUE = Nutrient use efficiency, CP = Crude protein, EM = Energy for maintenance, NI = Nitrogen intake, Pl =
Phosphorus intake.

Nutrient Parameter Present study Reference values Source
DMI consumed for 56% 58%
EM
DM NUE 15% 16%
DMI excreted in 29% 26%
manure

CPin DM 12.4% 13.4% (ASAE, 2005)
N NUE 17% 15%
NI excreted in manure 83% 85%
P in DM 0.32% 0.31%
P NUE 29% 21.4%
Pl excreted in manure 1% 78.6%

4 CONCLUSIONS

Improving NUE in feedlots should be addressed with a comprehensive approach.
Implementing adequate management practices and infrastructure to reduce feed waste,
providing shade, ensuring optimal nutrient requirements and digestibility, and enhancing
genetics and sanitary measures can positively influence NUE. However, feedlots similar to
the one evaluated in this study are unlikely to achieve improvements greater than 5% in any
of the evaluated categories (Homolka et al., 2021b; Larney & Hao, 2007; Luebbe et al., 2012;
NRC, 2000). The most significant opportunity to optimize NUE lies in recognizing manure
as a valuable resource. By improving manure management to enhance nutrient retention
and shifting the perception of manure from waste to co-product, substantial improvements

can be made in the overall production system s NUE and environmental burdens.
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RESUMEN: El objetivo fue estimar la seroprevalencia por raza en ovinos a Mycobacterium
avium subespecie paratuberculosis en tres unidades de produccion. Uno de los principales
problemas de la paratuberculosis es el realizar un diagndstico acertado para identificar a
los animales en etapa subclinica que excretan al agente causal. Los programas de
deteccion de animales infectados a paratuberculosis han utilizado pruebas serologicas,
para descubrir la presencia de anticuerpos contra el agente causal, las pruebas
incluyen la técnica de inmunodifusion en gel de agar (AGID) y la prueba de ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Se desarrolld un estudio epidemioldgico
transversal, en tres unidades de produccion (UPP) de ovinos en México, ubicadas en
los siguientes municipios: Cérdova-Veracruz (UPP1), Tepeyehualco-Puebla (UPP2) y en
Tlatlauguitepec-Puebla (UPP3). Se realizé muestreo no probabilistico, por conveniencia,
con ovinos mayores a seis meses que no presentaran signos clinicos de PTB. Se aplico una
cedula de datos por ovino y por unidad de produccion, el diagnostico seroldgico se realizo
con la prueba ELISA anti-MAP, el analisis estadistico fue un analisis en cuadros de 2 x n
con la variable de diagnéstico (positivo/negativo). Los resultados de la seroprevalencia
en la poblacion total fue del 211%, las tres unidades de produccion presentaron al menos
un animal seropositivo a paratuberculosis. La seroprevalencia en la UPP1 fue del 21.3 %,
en la UPP2 16% y en la UPP3 29.5 %. Conclusiones: no hubo diferencia estadistica en la
seroprevalencia por raza en ovinos a Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis
en tres unidades de produccion de ovinos, si hubo mayor seroprevalencia para los ovinos
de la raza Texel, sin embargo, se recomienda realizar un estudio con un mayor nimero
observaciones de los ovinos de esta raza.

PALABRAS CLAVE: ELISA anti-Map. Paratuberculosis ovina. Raza.

SEROPREVALENCE OF Mpycobacterium avium SUBSPECIES paratuberculosis BY
BREED IN SHEEP IN THREE PRODUCTION UNITS

ABSTRACT: The objective was to estimate the seroprevalence by breed in sheep of
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in three production units. One of the
main problems with paratuberculosis is making an accurate diagnosis to identify animals
in the subclinical stage that excrete the causal agent. Detection programs for animals
infected with paratuberculosis have used serological tests to detect the presence of
antibodies against the causative agent. The tests include the agar gel immunodiffusion
(AGID) technique and the enzyme-linked immunosorbent assay test (ELISA). A cross-
sectional epidemiological study was developed in three sheep production units (UPP) in
Mexico, located in the following municipalities: Cordova-Veracruz (UPP1), Tepeyehualco-
Puebla (UPP2) and in Tlatlauquitepec-Puebla (UPP3). Non-probabilistic sampling was
carried out, for convenience, with sheep older than six months that did not present clinical
signs of PTB. A data sheet was applied per sheep and per production unit, the serological
diagnosis was carried out with the anti-MAP ELISA test, the statistical analysis was an
analysis in 2 x n tables with the diagnostic variable (positive/negative). The results of the
seroprevalence in the total population were 211%, the three production units had at least
one animal seropositive for paratuberculosis. The seroprevalence in UPP1 was 21.3%, in
UPP2 16% and in UPP3 29.5%. Conclusions: There was no statistical difference in the
seroprevalence by breed in sheep to Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
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in three sheep production units, there was a higher seroprevalence for sheep of the Texel
breed, however, it is recommended to carry out a study with a larger number observations
of sheep of this breed.

KEYWORDS: ELISA anti-Map. Ovine paratuberculosis. Breed.

1 INTRODUCCION

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad causada por Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP), esta presente en muchos paises y se percibe como una
enfermedad importante porque impacta en; la economia, la salud animal, en bienestar
animal y en la salud publica. La PTB tiene distribucion mundial y su prevalencia va del 5
al 25 % (Martinez-Covarrubias et al., 2012). En Francia la prevalencia entre el ganado es
del 20% (Saxmose & Toft, 2009). Stau et al. (2012) reportaron seroprevalencia en ovejas
(65%) y en cabras (71%) y en Alemania reportaron que el 65% los hatos tenia al menos un
animal positivo. La prevalencia en México se estima entre el 5y el 30 % (Guzman-Ruiz et
al., 2016). En pequeios rumiantes, se han utilizado diferentes pruebas seroldgicas, para
detectar la presencia de anticuerpos contra MAP, las pruebas incluyen la inmunodifusion
en gel de agar (AGID) y la prueba de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA), esta prueba diagnostica posee varias ventajas como: es de bajo costo, la colecta
de muestra es facil y posee bajo riesgo de contaminacion (Stau et al., 2012). El aplicar
pruebas diagnosticas es de importancia ya que son la base de los programas de control y
vigilancia de PTB, estos programas estan basados en la deteccion oportuna de los focos
de infeccion (Jaimes et al. 2008). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue, estimar la
seroprevalencia por raza en ovinos a Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis

en tres unidades de produccion.

2 MATERIAL Y METODOS

Se desarrolld un estudio epidemiolégico de tipo transversal realizando un
muestreo en tres unidades de produccion (UPP) de ovinos ubicadas en los municipios
de: Cordova-Veracruz (UPP1), Tepeyehualco-Puebla (UPP2) y en Tlatlauquitepec- Puebla
(UPP3). Se trabajé con productores cooperantes por muestreo no probabilistico, por
conveniencia. Los criterios de inclusion para la seleccion de los ovinos fueron: animales
mayores a seis meses y aparentemente sanos. En la UPP1 se muestrearon 108 ovinos,
en la UPP2 se muestrearon 75 y en la UPP3 71, en total fueron 254 ovinos. Se aplicé una
cedula de datos por ovino para capturar la informacion por unidad de produccion, raza

(Pelibuey, Dorper, Texel, East Friesian y Katahdin) y sexo.
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21 DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Para realizar el diagndstico serologico, se realizéo toma de muestra de sangre, via
puncion yugular con tubo vacutainer sin anticuagulante, posteriormente se centrifugaron
(1000 x g durante 10 min) para recuperar el suero en tubos estériles de 2 ml, las muestras
se conservaron en congelaciéon (-20° C), hasta su procesamiento para realizar ELISA
anti-MAP, esta técnica detecta anticuerpos Anti-MAP, segun el protocolo de Martinez-

Covarrubias et al. (2012) el cual tiene punto de corte a 0.22 densidades opticas.

2.2 ANALISIS DE DATOS

Con los resultados de la prueba de ELISA anti-Map y con la informacién obtenida
de las cedulas, se generd una base de datos para el analisis estadistico, el cual consto
de un analisis en cuadros de 2 x n con la variable de diagnostico (positivo/negativo), para
el andlisis comparativo entre las variables y prueba diagndstica. El analisis estadistico se
realizé con el programa STATA 7.0 (StataCorp LP, College Station, TX, USA).

3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados de la prueba ELISA indican que, del total de 254 ovinos, 56 fueron
serologicamente positivos a MAP. Por lo que, la seroprevalencia en la poblacion total fue
del 211%, con esto se determind que las tres unidades de produccion presentaron al
menos un animal seropositivo a paratuberculosis. La seroprevalencia en la UPP1 ubicada
en el estado de Veracruz fue del 21.3 %, la cual es mayor a lo reportado por Méndez
Olvera et al. (2013) que indicaron un 13% de prevalencia, en el mismo estado, respecto a
las UPP ubicadas en Puebla, la UPP2 y UPP3, obtuvieron seroprevalencia del 16 % y 29.5
% respectivamente, estos valores fueron menores a lo reportado por Gallaga-Maldonado
et al. (2017) quienes reportaron prevalencia del 481 % en el mismo estado. No se observo
diferencia estadisticamente significativa entre las tres unidades de produccion (p=0137)
(Cuadro 1). En este estudio los valores de seroprevalencia total entra en el rango reportado
a nivel mundial, el cual es del 5 al 25% (Martinez-Covarrubias et al., 2012).

Cuadro 1. Seroprevalencia de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en tres unidades de produccion de
ovinos.

UPP Positivos Negativos Total Valor de p
1 21.3 % (23/108) 78.7% 85/108 100% 108/108
2 16% (12/75) 84% 63/75 100% 75/75 0137
3 29.5 (21/71) 70.5% 50/71 100% 71/71

Nivel de significancia P=0.05.
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En relacion a la seroprevalencia por raza, los animales de raza Texel presentaron
mayor frecuencia a positivos con un 50%, como lo indica el Cuadro 2, se ha reportado
mayor numero de animales seropositivos en los ovinos de la raza Rambouillet en
comparacion con ovinos de genotipo local (criollos) o cruzas; esto podria estar relacionado
con la susceptibilidad resistencia de la infeccion entre razas. Lo cual podria deberse a la
adaptacion, o bien que los ovinos de raza pura estan infectados y al ser introducidos al

rebano, se disemina la enfermedad (Mordn-Cedillo et al., 2015).

Cuadro 2. Seroprevalencia a paratuberculosis por raza en ovinos.

Raza ") PO;;_t:\éOAS a Sero;():/)os)ltlvos Valor de p
Pelibuey 65/254 10/65 15.3
Dorper 47/254 13/47 276
Texel 6/254 03/06 50 0.031
East Friesian 75/254 12/75 16
Katahdin 54/254 18/54 23

Nivel de significancia P=0.05.

4 CONCLUSIONES

No hubo diferencia estadistica en la seroprevalencia por UPP, la raza Texel
presento mayor porcentaje en animales seropositivos, sin embargo, esta deduccion

podria deberse al reducido nimero de ovinos de esta raza.
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RESUMO: A Moringa oleifera (MO) & uma arvore
da familia Moringaceae de crescimento rapido
e resistente a seca, nativa do subcontinente
indiano e usada extensivamente no sul e sudeste
da Asia. Existem no entanto, alguns problemas
relativos ao amargor das sementes, tornando-
as um obstaculo na aceitagédo pelo consumidor.
Para se obter alimentos a partir das sementes
de MO, foram realizadas varias técnicas de
processamento, incluindo: (i) sementes de MO
tostadas; (ii) bebidas feitas a partir de MO; e
(iii) produtos semelhantes aos iogurtes, todos
sendo posteriormente submetidos a andlises
fisico-quimicas e reoldgicas. A concentragao
proteica variou entre 3,68% na bebida, 14,73%
no iogurte e 40,21% nas sementes tostadas
de MO. A tostagem das sementes evidenciou
ser uma boa opgao e as alegagdes nutricionais
correspondentes relativas ao teor em minerais
podem ser consideradas para o Mg, P, Fe, Zn e
Mn, confirmando a riqueza das sementes de M.
oleifera em varios elementos. O produto a base
de MO semelhante ao iogurte evidenciou ter um
sabor muito agradavel e umaestruturagelificada
semelhante ao iogurte lacteo, tornando-o uma
nova alternativa vegetal promissora. No futuro,
deve-se optimizar o processo de remog¢éo do
amargor das sementes cruas, de maneira a
obter uma bebida a base de MO sensorialmente
mais agradavel.

PALAVRAS-CHAVE: Bebida de sementes de
Moringa oleifera. logurte-tipo. Fermentacao
acido-lactica. Reologia.
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FOODS BASED ON Moringa oleifera SEEDS
VISUAL ABSTRACT:

Moringa oleifera seeds

S & Whole
4 seeds
Y

3
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Toasted kernels

Seeds without J '»f
husks (kernels) =~

Toasting
150 °C, 30 min

Cooking
100 °C, 30 min

Cooking +
Fermentation
(30°C, 4 h 30 min)

Moringa oleifera beverage Moringa oleifera yoghurt-like
with 10% (w/) of kernels with 40% (w/) of kernels

KEYWORDS: Moringa oleifera seed beverage. Yoghurt-like. Lactic acid fermentation.
Rheology.

1INTRODUGAO

A Moringa oleifera (MO), também conhecida como a “arvore da vida” ou “arvore
milagrosa”, € uma arvore pequena, nativa do norte da india e do Paquistao, que tem sido
cultivada ha muitos anos. Atualmente, esta distribuida pelo mundo e tem sido naturalizada
em muitos paises de Africa (BOSCH, 2004). A moringa ganhou grande importancia global
por causa das suas multiplas utilizagoes, boa adaptabilidade a varios solos e clima, e
facil disseminagao. A denominagéo especifica “oleifera” deve-se a um teor de 35-45% de
gordura nas sementes (AYERZA, 2011).

A MO é considerada como uma das plantas mais ricas em nutrientes no mundo
e tem sido conhecida pelos seus extensos beneficios medicinais. Em todo o continente
africano, os componentes da planta séo utilizados para uma variedade de usos agricolas,
médicos, dietéticos e fitoquimicos. Consequentemente, a moringa é considerada uma

planta nutracéutica que pode ser usada em dietas diarias para melhorar as condicdes de
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salde das populacdes rurais em paises em desenvolvimento. Na Africa Ocidental, uma
série de projetos de saude destinados a combater a desnutrigéo, tém sido bem sucedidos
ao incentivar o uso de po de folha de moringa na dieta de criangas, mulheres gravidas
e lactantes (KUKU-SHITTU et al.,, 2016). O po de folhas de MO pode ser encontrado
em qualquer supermercado em paises ocidentais como um ingrediente funcional ou
nutracéutico. Acredita-se que as substancias bioativas benéficas encontradas nas folhas
de M. oleifera, incluindo acidos fendlicos, flavonoides, alcaldides, fitoesterois, aclucares
naturais, vitaminas, minerais e acidos organicos, sejam responsaveis pelos beneficios
terapéuticos tradicionais da planta (SAINI et al., 2016; LIN et al., 2018). As folhas de MO
fornecem sete vezes mais vitamina C do que a laranja, dez vezes mais vitamina A do que
a cenoura, dezessete vezes mais calcio do que o leite, nove vezes mais proteina do que
o iogurte, quinze vezes mais potassio do que a banana e vinte e cinco vezes mais do que
o espinafre (ROCKWOOD et al., 2013). Dai que a biofortificacdo mineral, que aborda uma
das maiores lacunas alimentares nas dietas africanas, seja extremamente suficiente por
esta via. Os asiaticos tém usado as folhas de MO como uma fonte alimentar nutritiva
por milénios, sendo a cozinhada a aplicacao mais difundida. Nos ultimos anos, uma nova
industria surgiu nos paises industrializados, em resultado dos diferentes usos dietéticos
do po da folha (como pao, iogurte e biscoitos). Devido a esta aplicagédo comercial rentavel
da moringa, as sementes tém sido negligenciadas.

As sementes de MO sdo uma alternativa promissora para a suplementacao
alimentar evidenciada em alguns trabalhos ja disponiveis: o uso da farinha de sementes
de MO como fortificante da farinha de trigo na produgao de paes, biscoitos e biscoitos
(OYEYINKA & OYEYINKA, 2018), e também o extracto da semente como agente
espessante na producdo de iogurte lacteo (QUINTANILHA et al., 2021) melhoram as
qualidades nutricionais e o comportamento reoldgico dos alimentos. Varios estudos in
vitro também demonstraram que a semente de MO possui atividades anti-inflamatorias
e imunomoduladoras, potencial antimicrobiano e anticancerigeno, bem como atividade
antioxidante (BRILHANTE et al., 2017; GUPTA et al., 2018).

Na Guiné-Bissau, as sementes de MO sao utilizadas para regular a pressao
arterial e tratar a asma (BANCESSI et al., 2020), mas em Africa, também séo usadas para
tratar diabetes, febre, maléaria e disfuncdo sexual (AGOYI et al., 2017). A composicéo das
sementes de MO apresenta maiores teores de proteina (36%), gordura (38,7%), vitamina
E (752 mg por 100 g de semente seca), magnésio (635 mg por 100 g de semente seca)
e cobre (5,2 mg por 100 g de semente seca), quando comparada as folhas e vagens
de MO (GOPALAKRISHNAN et al., 2016). As sementes de MO fritas sdo consumidas na

Nigéria e dizem ter um sabor semelhante ao do amendoim. As sementes sdo geralmente
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adicionadas aos molhos para lhes conferir o seu sabor amargo. Pesquisas mostram
que o oleo da semente de MO contém cerca de 76% de MUFA, sendo o acido oleico,
o predominante e responsavel por 73% do teor total em acidos gordos (LEONE et al,
2016; OZCAN, 2018; GHARSALLAH et al., 2021), possuindo a capacidade de controlar o
nivel de colesterol, tornando-o o ideal substituto do azeite (LALAS & TSAKNIS, 2002) e
conferindo-lhe a sua alta estabilidade oxidativa. O processo de extragao deste 6leo € uma
atividade promissora, uma vez que o seu uso & bem-vindo em cosmética como veiculo
neutro para fragrancias, sabonetes e como lubrificante adequado para equipamento
utilizado em fabrico de alimentos, e apresenta um preco de mercado crescente.

A maioria das plantas perde as suas propriedades antinutricionais quando
sdo processadas. As sementes de MO contém alguns péptidos amargos com alguma
atividade hemaglutinante, glucosinolatos (65,5 ymol/g de sementes, o que equivale a
aproximadamente 40 mg/g ou 4% do peso da semente) (BENNETT et al., 2003) e fitatos.
Todos os glucosinolatos sdo compostos fortemente amargos. Podem ser extraidos
com misturas de agua e alcool devido a sua solubilidade em agua, e sdo susceptiveis
de ser destruidos pelo calor (BARTHET & DAUN, 2011). Os fitatos estdo presentes
numa extensdo de 1% a 6% e podem reduzir a biodisponibilidade mineral em animais
monogastricos, particularmente Zn?* e Ca?* (FERREIRA et al., 2008). A presenca de fitato
e outros antinutrientes podem reduzir a biodisponibilidade de certos nutrientes, mas a
fermentacéo pode ser utilizada para neutralizar esse efeito e potencializar a utilizacao
maxima dos nutrientes necessarios das sementes. Quando comparado o conteudo
nutritivo das farinhas de sementes de MO cruas, germinadas e fermentadas, verificou-
se que o teor em fitoquimicos era maior na farinha de sementes cruas e o conteudo em
aminodacidos atingiu o seu pico nas farinhas de sementes fermentadas e germinadas
(MISHRA et al., 2012; IJAROTIMI et al., 2013). Estes valores podem ser o resultado das
alteragdes bioquimicas que ocorrem durante a fermentacao, incluindo o aumento do teor
em proteinas, aminoacidos essenciais e dos perfis de acidos gordos poli-insaturados,
além de reduzir a composicao de antinutrientes provenientes das sementes de MO, sendo
mais eficiente do que as técnicas de processamento por germinacdo (IJAROTIMI et al.,
2013). Assim, a semente de MO pode apresentar excelentes propriedades nutricionais
com baixa toxicidade apds um processamento eficiente, fornecendo uma boa alternativa a
algumas sementes de leguminosas (pobres em aminoacidos ricos em enxofre) como fonte
de proteinas, 6leos e compostos antioxidantes de alta qualidade (FERREIRA et al., 2008).

Este trabalho teve inicio com a caracterizacdo fisico-quimica das sementes

de MO para avaliar a sua potencial utilizagdo como alimento. Diferentes técnicas de
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processamento, tais como a demolha, a tostagem, a cozedura e a fermentacao, foram
testadas e discutidas durante o desenvolvimento de alimentos a base de sementes
de MO, para se obter boas caracteristicas sensoriais e remover o sabor amargo. O
comportamento do fluido quanto a viscosidade do 1) iogurte-tipo de MO desenvolvido foi
estudado e comparado com o iogurte comercial de soja e o iogurte lacteo com baixo teor
de gordura, e o da 2) bebida a base de MO foi comparada com bebidas a base de grao-

de-bico e tremoco desenvolvidas num estudo anterior (LOPES et al., 2020).

2 MATERIAIS E METODOS

Diferentes técnicas de processamento foram testadas para o desenvolvimento
de alimentos a base de sementes de Moringa oleifera para se obter boas caracteristicas
sensoriais e se remover o sabor amargo: demolha, cozedura, tostagem em diferentes
tempos e temperaturas, e também a utilizacdo da fermentacado acido-lactica. Por fim,
foram seleccionados trés diferentes processos e alimentos resultantes de acordo com
a revisdo bibliografica, tendo em conta a obtengdo de uma boa qualidade sensorial:

sementes tostadas de M. oleifera, bebida a base de MO e um tipo de iogurte a base de MO.

21 PREPARACAO DE SEMENTES DE M. oleifera TOSTADAS

As sementes descascadas de Moringa oleifera (améndoas) foram adquiridas num
fornecedor indiano (Ramamoorthy Exports).

A producéo das sementes tostadas evoluiu para a seguinte otimizacgao final: 20 g
de sementes secas foram demolhadas duas vezes em agua morna da torneira (30-35 °C)
e uma vez em agua fria da torneira (15-20 °C) na proporc¢éo de 1:3 (p/v) por cerca de 16
h (PAN & TANGRATANAVALEE, 2003). Todas as aguas de demolha foram descartadas.
Posteriormente, as sementes demolhadas foram tostadas em estufa de ar forcado a 150
°C por 30 min. As sementes de MO cruas e tostadas foram armazenadas a temperatura

ambiente para posterior analise.

2.2 PREPARACAO DA BEBIDA A BASE DE SEMENTES DE M. oleifera

Para a produgao de bebidas a base de MO e do iogurte-tipo foram utilizadas duas
diferentes concentracdes de sementes: 10% e 40% (p/v) do total de sementes secas,
respectivamente. As sementes foram demolhadas conforme descrito anteriormente,
cozidas em agua a ferver por 30 min numa panela de pressdo (KHANDELWAL et al.,2010) e
as aguas descartadas. As sementes cozidas foram escoadas, e o volume correspondente
de agua da torneira foi adicionado para cumprir com as proporcdes de 10% ou 40%
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(p/v) de sementes secas em agua. Em seguida, a mistura foi moida num processador
de alimentos (Bimby-Worwerk, Wuppertal, Alemanha) a 20.500 rpm durante 4 min com
apenas 250 mL de agua da torneira (adaptado de trabalhos anteriores (NELSON et al.,
1976; SETHI et al., 2016), seguida de uma moagem fina realizada num moinho coloidal
(Pulverisette 2, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, Alemanha) a escala laboratorial, a 70 rpm,
durante 15 min utilizando o volume de agua restante. A bebida resultante foi peneirada com
um filtro antes de ser acondicionada em frascos esterilizados. Na etapa de pasteurizacao,
adaptada de trabalho anterior (NELSON et al., 1976), os frascos cheios e capsulados
(temperatura da bebida superior ou igual a 90 °C), foram submetidos a choque térmico,
no interior de uma panela de pressao, durante 1 min, em agua a ferver (Figura 1a).

Figura 1. Etapas do procedimento de fabrico (a) da bebida a base de sementes de M. oleifera e (b) do iogurte-tipo
a base de sementes de M. oleifera.

Bebida MO 10% ‘
(10% (p/v) semente seca)

Bebida MO 40% Bebida MO 40% Pasteurizada
(40% (p/v) sementeseca) (40% (p/v) semente seca)
{ DEMOLHA SEMENTES
(1:3 (p/v), 3 etapas, >16 h) AQUECIMENTO
5300
COZEDURA ate 307
(100 °C, 30 min)
MOAGEM ' Adicdo de iogurte de soja com
(Processador alimentos — 20,500 bactérias acido-lacticas
rpm, 4 min e moenda coloidal — .
2 i) | (18% (p/V)) )
{ PENEIRAGAO
FERMENTAGAO
. (30°C, 4 h 30 min)
PASTEURIZACAO
(100 °C, 1 min) |
(a) (b)

Apods a produgéo, as duas concentragdes da bebida de MO foram conservadas a

4 °C, num maximo de 7 dias para posterior analise ou fermentacéo.

2.3 PREPARAGCAO DO IOGURTE-TIPO A BASE DE SEMENTES DE M. oleifera

Um iogurte comercial de soja (Alpro natural 125 g, Danone, Portugal) contendo
as culturas lacticas (S. thermophilus e L. bulgaricus) foi adicionado na proporcao de 18%
(p/v) ao volume correspondente de bebida refrigerada a base de MO com 40% (p/v) de
sementes secas, para posterior fermentacéo lactica (Figura 1b). A preparacéo foi entao

homogeneizada completamente durante a fase de aquecimento e incubada a 30-32 °C
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durante 4 h e 30 min. Apds a fermentacéo, os iogurtes-tipo de MO foram armazenados a

4 °C até 7 dias para andlises fisico-quimicas.

2.4 ANALISE FiSICO-QUIMICA

A determinacdo da actividade de agua (aw) em farinhas de sementes cruas e
tostadas de M. oleifera foi realizada em triplicados num equipamento Hygrolab (Rotronic,
Hauppauge, NY, USA) a 20 + 1°C.

A determinagao do teor em Proteina Total nas sementes cruas de MO foi realizada
num Dumas Nitrogen Analyser NDA 702 (Velp Scientifica, Usmate, Italia) e o fator de
correcédo utilizado para converter o azoto em proteina bruta foi de 6,25 (IJAROTIMI et al.,
2013). Todas as andlises foram realizadas em triplicado e expressas em percentagem.

A analise do teor em Gordura Bruta nas sementes e no iogurte-tipo de MO baseou-
se no método de extracao de Soxhlet e foi realizada em triplicados de acordo com o
método de ljarotimi e colaboradores (IJAROTIMI et al., 2013) com algumas modificagdes:
1 g de amostra foi pesada num cartucho de celulose e coberto com algodao absorvente,
enguanto cerca de 50 mL de éter de petroleo (100 °C) (ref 32299-2500, Honeywell,
Charlotte, NC, EUA) foi adicionado num copo pré-pesado. Tanto o cartucho como o
copo foram acoplados a Unidade de Extragdo (TecatorSoxtec, Modelo 2043, Hilleroed,
Dinamarca). Os lipidos sollveis das amostras foram extraidos no solvente por 15 min e
enxaguados durante 1 h e 30 min. O solvente destilado foi entdo condensado e recolhido.
Posteriormente, uma etapa final de secagem (105 °C durante 7 h) evaporou os ultimos
vestigios de solvente dos copos de extragao. Os copos de extragdo secos foram pesados

e a percentagem em massa de lipidos foi calculada de acordo com a Equacao (1):

eso inicial copo extracgdo — peso final copo extracgio
Gordura Bruta (%) = P P e P p 40 ¢ 100 (1)
peso da amostra

O teor de gordura total na bebida de MO foi estimado pelo método de Gerber
(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2008). Resumidamente,
foi utilizado um butirémetro onde se realizou a hidrolise acida para digerir os triplicados
das amostras proteicas com acido sulfurico (ref 1082-00, Weber Scientific, Hamilton, NJ,
EUA) e alcool amilico (ref 1087-00, Weber Scientific, Hamilton, NJ, EUA), em banho-maria
durante 5 min a 65 + 2 °C, seguido de separacéo da gordura por centrifugagéo (1100 rpm
durante 4 min). O valor do teor em gordura foi lido directamente na escala do butirometro
como uma percentagem de massa do contetido de gordura na amostra.

A acidez total existente na bebida e no iogurte-tipo de MO foi determinada em
triplicados de acordo com o método internacional OIV-MA-AS313-01:R2015 adaptado
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(INTERNATIONAL ORGANIZATION OF VINE AND WINE, 2019), com algumas
modificagcdées. Resumidamente, cada amostra (20 mL) foi diluida em 25 mL de agua
fervida. Em seguida, foram adicionadas 3 gotas de fenolftaleina para a titulagdo com
NaOH 0,1 N (aq.) (ref 221465, Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Alemanha). A acidez total
foi expressa em miliequivalentes (mEq) de acido/L.

A matéria seca das sementes de MO cruas e tostadas, da bebida e do iogurte
foi determinada gravimetricamente por secagem a 105 + 5 °C em estufa de ar forcado
(Binder, FED 115, Tuttlingen, Alemanha) até peso constante da amostra, sendo o seu
residuo solido calculado em percentagem. A percentagem de humidade em triplicados

foi calculada de acordo com a Equacéo (2):

Humidade (%) = |100 — w x 100 (2)
P2 -P1
em que o P1 é o peso do cadinho, P2 é o peso do cadinho e da amostra antes da
secagem a 110 °C e P3 ¢ o peso do cadinho com o residuo da amostra apds secagem e
arrefecimento em excicadores herméticos.

O teor de cinzas foi determinado gravimetricamente por incineracéo a 550 + 10
°C numa mufla (Snol 164 LHMO1, Utena, Lituania) para a bebida de M. oleifera, e para o
iogurte-tipo de MO a determinacéo foi efectuada de acordo com o método AOAC 923.03
(2005). Os resultados dos triplicados foram expressos em percentagem.

O teor em Hidratos de Carbono foi estimado por diferenga para 100% dos
constituintes principais (humidade, cinzas, proteina e gordura). Os valores energéticos
da bebida e do iogurte-tipo de MO foram calculados considerando os factores de
conversao (Regulation (EC) No 1169/2011) para proteina (4 kcal/g; 17 kJ/g), gordura (9
kcal/g; 37 kJ/g) e hidratos de carbono (4 kcal/g; 17 kJ/g).

Os teores em minerais nas sementes, bebidas e iogurtes-tipo de MO foram
obtidos em triplicados por espectrometria de emissao 6ptica (ICP-OES: iCAP 7000
Series Spectrometer equipped with ASX-520 AutoSampler, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Resumidamente, 0,25-0,30 g de farinha de semente, 5-6 g de
iogurte-tipo de MO e 5 mL de bebida de MO foram transferidos para os recipientes
de digestdo e os respectivos volumes de HCI (37%) (ref 30721, Fluka, Honeywell,
Charlotte, NC, EUA) e de HNO, (65%) (ref 695041, Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt,
Alemanha) foram adicionados numa proporcédo de 3:1. A digestdao (SCP Science,
DigiPREP MS, Baie d’Urfe, QC, Canada) ocorreu a 15 min/45 °C, 15 min/80 °C e 60
min/105 °C. Apos o arrefecimento, adicionou-se agua destilada até 50 mL e a solugao
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foi deixada a decantar. Finalmente, o sobrenadante limpido foi utilizado na analise ICP.
Onze elementos (Na, K, Ca, Mg, P, S, Fe,, Zn, Mn, B) foram determinados em triplicado.
Os resultados foram expressos em mg por elemento mineral por 100 g de amostra
(matéria seca para sementes tostadas e peso para iogurte), exceto para bebidas
(mg/100 mL).

A cor da bebida de M. oleifera e do iogurte-tipo de MO foi medida com um
colorimetro Minolta CR-300 (Téquio, Japao), calibrado com uma placa de porcelana
padrdo branca (L* 96,96; a* 0,37; b* 2,10). Os resultados foram expressos de acordo
com o sistema de cores uniforme CIELAB com referéncia ao padrao de iluminagao
D65 (condicbes médias de luz do dia) e um angulo visual de 2°. Os parametros de cor
determinados foram L*, que explica a luminosidade (i.e., 0% para preto e 100% para
branco), a* varia de verde para vermelho e b* de azul para amarelo, o que corresponde
a uma variacdo numerica de -60 a +60. As medidas foram realizadas a temperatura
ambiente sob condigdes de luz semelhantes (isto €, 50 mm? de area de medigdo por
medida) e replicadas 6 vezes por amostra.

A diferenca de cor total entre as amostras foi calculada de acordo com a Equacgao
(3). O leite inteiro UHT de vaca e uma bebida de soja, mas também um iogurte de vaca
comercial e um iogurte de soja foram utilizados como referéncias para a bebida de MO e

iogurte-tipo de MO, respectivamente.

AE* = \/(AL)? + (Da*)? + (Ab*)?2 )

Considerando que se AE* for superior a cinco unidades, a diferenca de cor &
detectavel pelo olho humano (CASTELLAR et al., 2006).

Os valores de pH (medidor de pH Basic 20, CRISON Instruments, Barcelona,
Espanha) da bebida e do iogurte-tipo de MO foram medidos a temperatura ambiente no

dia apods a produgao respectiva.

2.5 AVALIACAO SENSORIAL DAS AMOSTRAS

O desenvolvimento dos prototipos de alimentos a base de sementes de MO
também incluiu uma avaliacdo concisa de suas caracteristicas sensoriais, apés cada
nova condicdo da etapa de processamento (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 1994). Essa avaliacéo foi realizada pelos autores e outras pessoas
do laboratério (amostra ndo representativa), para estimar a percepcdo do consumidor

sobre cada prototipo e apoiar a decisao para a proxima etapa de processamento.
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2.6 MEDICOES REOLOGICAS

A medicdo da variagao da viscosidade com a velocidade de deformacéao na
bebida e no iogurte-tipo a base de sementes de M. oleifera, no iogurte comercial de
soja e no iogurte lacteo com baixo teor de gordura (Mimosa magro 125 g, Lactogal,
Portugal) foram realizadas num redmetro (controlled-stress rheometer) (Thermo Fisher
Scientific, Haake MARS lll, Karlsruhe, Alemanha), com o uso de um cilindro concéntrico
CCB/CC25 DIN Ti para evitar a separacao de fases na bebida, e utilizando um sistema
de placa inferior TMP60 (222-1891) e de um cone DC60/2° Ti (222-1932) para as
medicdes no iogurte. Os ensaios nos iogurtes foram realizados a20 +1°Ce a8 +1°C,
sendo esta ultima a temperatura a que geralmente sdo consumidos (TRINDADE et al.,
2001). Os ensaios na bebida foram realizados a 20 * 1 °C. As medicdes da viscosidade
a velocidade de deformacdo constante foram efectuadas com taxas de deformacéo
entre 1,0 x 105 e 1,0 x 102 s7'. Os testes demoraram 21 min cada e foram realizados
em triplicado nas amostras devidamente homogeneizadas de iogurte e de bebida. As
curvas de escoamento foram ajustadas ao modelo de Carreau (Equacgéo (4)), visto os
iogurtes e a bebida serem fluidos ndao-Newtonianos e evidenciarem comportamento
reofluidificante (i.e., a viscosidade diminui &8 medida que a taxa de deformacao aumenta)
(BARNES, 2000):

Mo — Neo

™ )
1+ &2

N =1+

onde “n0” é a primeira viscosidade limite Newtoniana (taxa de deformacéo “zero”) (Pa-s);
ne é a segunda viscosidade limite Newtoniana (taxa de deformacéo “infinita”) (Pa-s);
“y'” é a taxa de deformacéo (s7); “K” € o tempo de relaxamento (s) e o reciproco, 1/K
(y'c), esta relacionado com a taxa de deformacéo critica (i.e., taxa de deformacéo inicial
para a reofluidificacdo); e “m” é a constante adimensional relacionada com a Lei de
Poténcia e com a contabilizacdo do desvio do comportamento newtoniano. Na analise
dos resultados utilizou-se o software TRIOS (TA Instruments, v4.51.).

Todos os testes reoldgicos foram repetidos pelo menos trés vezes. As amostras
de iogurte foram deixadas em repouso durante 300 s apds serem colocadas no sistema

medidor e cobertas com uma camada de dleo de parafina para evitar a perda de humidade.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Procedeu-se a analise de variancia (one-way ANOVA) para avaliar as diferencas

significativas entre amostras com um nivel de significancia de 95% (p < 0,05). Para
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comparagdoes multiplas utilizou-se o teste Tukey HSD. O tratamento estatistico dos dados
foi realizado no software SPSS Statistics (v.20, IBM SPSS Statistics, New York, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

31 PROGRESSAO NAS TECNICAS DE PROCESSAMENTO UTILIZADAS PARA O
DESENVOLVIMENTO DE ALIMENTOS A BASE DE SEMENTES DE Moringa oleifera

A Tabela 1 descreve as principais etapas de producédo testadas durante o
desenvolvimento de alimentos a base de sementes de Moringa oleifera com o objectivo

de alcancar boas caracteristicas sensoriais e remover o sabor amargo da semente.

Tabela 1. Progresso das etapas de processamento de alimentos a base de sementes de M. oleifera (sementes
tostadas, bebidas e iogurtes) para alcangar a optimizagéo final.

Descricao da tarefa

Resultados/ Avaliacao
sensorial

Proximos passos

Base da decisao

Tostagem das sementes

65 °C durante 30 min

Ainda amarga, mas

Aumentar a

O controlo da

menos do que a temperatura para temperatura
semente crua; doce diminuir ou eliminar  ajudara a remover
apos mastigar. 0 amargor. 0 amargor.
200 °C durante 1h 40 min Muito torrado, muito Reduzir o tempo da
+ 260 °C durante 16 min mau gosto (queimado). tostagem.
200 °C durante 30 min Semente sem alteracdo  Reduzir a
de cor; ainda amarga e temperatura da
doce. tostagem.
150 °C durante 30 min Doce demais, amargo Demolhar as
demais, ndo queimado. sementes primeiro.
Apods demolha: Sabor igual ao cru, ainda Manter a demolha
100 °C, durante 30 min muito doce e amargo e aumentar a
demais. temperatura para
150 °C.
Apo6s demolha: Muito crocante, bom Nao é necessario. OK. Melhor
150 °C, durante 30 min gosto (semelhante ao desempenho de
amendoim torrado). processamento
(MDP).

Demolha das sementes

Demolha das sementes
cruas (1:3 p/v). 3 etapas:
primeiras duas com agua

Sabor igual as sementes
cruas, ainda muito
amargas e doces

Cozer as sementes.

A demolhae a
cozedura ajudam a
libertar para a agua

morna (30-35 °C), ultima demais. os anti-nutrientes,
com agua fria (15-20 °C) nomeadamente,
totalizando 16 horas. 0s compostos
amargos.
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Descricao da tarefa

Resultados/ Avaliacao
sensorial

Proximos passos

Base da decisao

Antes da cozedura:
Sementes demolhadas
cozidas em agua da
torneira quente (30 min,
100 °C)

Perdeu-se a dogura,
mas ainda se sente um
pouco do amargo.

Adicao de sabores
para melhorar o
sabor da bebida.

OK. Testagem
sensorial com
novos sabores.

Moagem das sementes demolhadas

Antes da cozedura:
Processador de alimentos
(4 min, 20,500 rpm)
seguido de moenda no
Ultraturrax (1 min, 20,500
rpm) + adicdo de agua da
torneira para ajudar na
eficiéncia da moagem e
na homogeneizagao da
bebida.

Sabor amargo/cru muito
forte. Sensacao arenosa
na boca.

Cozer as sementes
demolhadas. Para
reduzir a sensagao
arenosa, usar o
moinho coloidal.

Apds cozedura:
Processador de alimentos
(4 min, 20,500 rpm)
seguido de moenda
coloidal (70 rpm, 15 min)

+ adicdo de agua da
torneira para ajudar na
eficiéncia da moagem e
na homogeneizagao da
bebida.

Sabor suave e
agradavel, com um leve
amargor na bebida final.

Nao é necessario.

OK. MDP.

Fermentacao

“creme” de MO - bebida
de MO com 40% (p/v) de
sementes, com adi¢cdo
de 18% (p/v) de iogurte
de soja incubado a 30 °C
durante 4 h 30 min

Sabor e cheiro
agradaveis. Aparéncia
de creme liquido como a
bebida.

Nao é necessario.

OK. MDP.

Tempo de incubacao de
21h

Cheiro nao tao
agradavel como o
anterior: cheiro “a
verde”; sem dogura.
Separacgao de fases,
apresentando camadas
com ar no meio.

3.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DOS ALIMENTOS OPTIMIZADOS A BASE DE
SEMENTES DE M. oleifera

As sementes cruas e tostadas de M. oleifera ndo apresentaram diferencas
significativas na analise fisico-quimica (Tabela 2), excepto no teor em proteina o qual

se deve a perda significativa de humidade das sementes durante a tostagem (0,33%),
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levando a um valor maior (40,21%). Os teores de gordura (37,2% (p/p)) e de proteina
(36,8% (p/p)) obtidos nas sementes cruas foram semelhantes aos citados no trabalho
de Gopalakrishnan (2016) (38,7% (p/p) e 36,0% (p/p), respectivamente) e dentro dos
intervalos apresentados por Brilhante e colaboradores (BRILHANTE et al., 2017) para
ambos os parametros (gordura: 30,8-41,2%; proteina: 29,4-38,3%). A variacdo nestes
parametros pode ser atribuida a regiao onde a MO foi plantada e as condigbes de
crescimento da planta (BRILHANTE et al., 2017).

A comparacao entre os teores de gordura e de proteina da semente de MO
tostada e do amendoim tostado mostrou que a primeira é nutricionalmente melhor. As
sementes de MO tostadas apresentaram um menor teor em gordura (34,95% vs. 49,6%),
mas um teor proteico maior (40,21% vs. 25,6%) (Tabela 2) quando comparadas com o
amendoim tostado (PortFIR, 2022).

Tabela 2. Resultados da andlise fisico-quimica das sementes de Moringa oleifera cruas e tostadas. Os valores estao

representados como a média + desvio padrdo (n = 3). As letras diferentes nas amostras, por parametro, indicam
diferengas significativas entre elas (p < 0,05).

aw Humidade (%) Acidez Total (mEq Gordura (% Proteina (%
de acido/ L) w/w) w/w)
Sementes cruas 0.56 + 0.00 4.74 + 0.05° 3.70 £ 0.29 3724 +0.83 36.82+0.20°
de MO
Sementes 048 £0.03 0.33+0.05° 3.50 £ 0.00 3495 +134 4021+018°

tostadas de MO

As sementes de MO cruas e tostadas sdo relativamente secas (4,74 e 0,33%,
respectivamente) e a sua atividade de agua permite prever a estabilidade e a seguranca
das sementes em termos de crescimento microbiano. O menor valor de aw em que ocorre
a maioria da degradagéo dos alimentos é de 0,90, embora algumas leveduras e bolores
possam crescer acima dos 0,61 (FONTANA et al, 2001). As aw das sementes cruas e
tostadas (0,56 e 0,48, respectivamente) confirmam a boa capacidade de conservagao de
ambas (Tabela 2).

A semelhanca entre a acidez total das sementes cruas e das sementes tostadas
(3.7% and 3.5%) pode ser devida a presenca de alguns compostos amargos das sementes
de MO que néo terao sido extraidos durante a etapa da demolha.

A bebida a base de M. oleifera evidenciou um alto teor em proteina (3.68% (p/V))
(Tabela 3)) quando comparado com o leite de vaca (3.3-3.5%) e com as bebidas vegetais
comerciais (<1%) (LOPES et al., 2020), tornando-se uma boa alternativa vegetal a proteina
lactea tal como a bebida a base de grao-de-bico (3.24% p/v) e a bebida a base de tremoco
(4.05% p/v) (DUARTE et al., 2022).
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Com o proposito de mitigar totalmente o ligeiro amargor da bebida de MO, poder-
se-a incluir uma etapa de tostagem entre a cozedura das sementes e a moagem coloidal,
na optimizacao futura do processo. No trabalho de Ogunsina (2011), o sabor amargo da
farinha de MO utilizada no fabrico de paes e de biscoitos, foi removido com sucesso
através do aquecimento dos gréaos cozidos a 80 °C durante 8 h.

Tabela 3. Andlise quimica centesimal da bebida (10% p/v) e do iogurte-tipo a base de Moringa oleifera. A

percentagem dos respectivos parametros € por 100 mL para a bebida e para 100 g para o iogurte-tipo. Os valores
estéo representados como a média + desvio padrao (n = 3). * com base no teor de proteina da semente crua.

pH Acidez Gordura Humidade Cinzas Proteina Hidratos Energia

Total (%) (%) (%) * (%) C. estim. (kcal)

(mEq (%) (kJ)

acido/L)
Bebida MO 6.03+ 10.00 + 297 + 9267 + 024 + 368 + 044 4319 +
a10% (p/v) 0.00 1.32 012 0.05 0.05 0.02 0.83
semente (179.87
seca +3.38)
logurte- 545+ 46.70 725+ 8110 0.75 + 1473 0.00 12413 +
tipo MO 0.02 2.00 0.47 043 0.05 0.08 446
(4h30 (518.51
min) +18.38)

Quando comparados os valores de pH da bebida a base de MO (Tabela 3) com
os obtidos para as bebidas a base de leguminosas de um estudo anterior (LOPES et al.,
2020), ha alguma semelhanca com as bebidas a base de tremoco (pH < 6,0) ligeiramente
acidas, e menos com as bebidas a base de grao-de-bico (pH = 6,7-7,2).

A acidificagéo foi alcangada durante afermentagéo (46,7 mEq/L) sendo confirmada
pelo valor de pH mais baixo (5,45) do iogurte-tipo a base de MO, comparativamente a
bebida, o que também evidencia a atividade das bactérias laticas (BEAL & HELINCK,
2019). Tal como esperado, o baixo teor em hidratos de carbono (cerca de 1,76%) da
bebida a base de MO, que continha 40% (p/v) de sementes secas, foi consumido por
bactérias acido-laticas durante a fermentacéo (BEAL & HELINCK, 2019), o que explica
a auséncia de hidratos de carbono no iogurte-tipo a base de MO (Tabela 3). Noutro
estudo (QUINTANILHA et al., 2021), a adicdo a iogurtes lacteos de extracto ultrafiltrado
de sementes de M. oleifera, como agente espessante, evidenciou que a semente de MO
fez aumentar a capacidade metabdlica das bactérias acido-laticas através dos seus
acidos organicos, acidos fenolicos e flavonodides, provocando a rapida diminuicédo do pH
e 0 aumento da acidez dos iogurtes lacteos fortificados, quando comparados com as
amostras controlo. Os iogurtes lacteos fortificados com extracto de MO (QUINTANILHA
et al., 2021) apresentaram teores de gordura (5,97-6,32 vs. 7,25), de cinzas (0,95-0,98
vs. 0,75) e de humidade (77,38-77,89 vs. 8110) semelhantes aos obtidos neste trabalho,
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excepto no teor inferior em proteina (5,55-5,76 vs. 14,73) pois a proporcao de extracto de
MO adicionado era menor.

Os teores superiores em gordura, cinzas, proteina e valor energético do iogurte-
tipo a base de MO, quando comparado com a bebida a base de MO (Tabela 3), devem-se
a composicao da sua fonte nutricional (bebida com 40% p/v de sementes secas), que
é quatro vezes mais rica do que na bebida (10% p/v). Além disso, o teor relevante em
proteina no iogurte-tipo a base de MO (14,73%), quando comparado com os iogurtes
de soja e os iogurtes lacteos (4-5%), estabelece uma nova fonte de alto teor proteico
potencial presente em alimentos a base de plantas, tornando-os altamente competitivos
no mercado comercial actual de alimentos nao lacteos.

O menor teor em humidade apresentado pelo iogurte-tipo a base de MO (811%)
guando comparado com o da bebida a base de MO (contendo apenas 10% de sementes),
é explicado pelos 40% de sementes de MO, responsaveis pela consisténcia “cremosa”
do iogurte.

A cor de todas as amostras (dados nado divulgados) difere das referéncias
(AE* > 12), o que significa que a sua cor é visivelmente distinguida pelo olho humano
(CASTELLAR et al,, 2006).

A finalidade da fortificagao de alimentos envolve a adicdo de nutrientes essenciais
como as vitaminas e os minerais, a alimentos basicos, com o intuito de melhorar o seu
valor nutricional, no entanto, este trabalho teve como objectivo utilizar a propria semente
de MO como produto alimentar, de modo a que a sua composi¢ao nutricional proviesse
apenas da semente submetida as diferentes condicdes de processamento.

Algumas diferengas foram encontradas entre os minerais quando comparado
com a pouca literatura disponivel sobre a composicao de sementes cruas de M. oleifera
(BRILHANTE et al.,, 2017; GOPALAKRISHNAN et al., 2016; IJAROTIMI et al,, 2013). Essas
variagdes podem decorrer de diferentes metodologias e instrumentos utilizados nas
analises (espectroscopia de absorcdo atomica versus ICP-OES) juntamente com o uso
de diferentes variedades de M. oleifera, condicdes edafo-climaticas, época de colheita e/
ou estado nutricional das plantas, o que influencia os teores de minerais das sementes
analisadas (ASANTE et al, 2014). No entanto, os teores dos seguintes elementos
minerais descritos no trabalho de ljarotimi (2013) sdo muito proximos aos encontrados
neste estudo para as sementes cruas (Tabela 4): calcio (128,33 mg/100 g), ferro (7,33
mg/100 g) e cobre (0,63 mg/100 g). Por outro lado, os teores em magnésio e enxofre
encontrados nas sementes cruas de MO foram significativamente diferentes no trabalho
de Gopalakrishnan (2016) (635 mg/100 g; 0.05 mg/100 g, respectivamente) quando
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comparados com os apresentados neste trabalho (302.51 mg/100 g para o magnésio e

1994.06 mg/100 g para o enxofre).

Tabela 4. Teor em minerais nas sementes de M. oleifera (cruas e tostadas), bebida e iogurte-tipo a base de MO.
Apresentagao em percentagem da contribuicdo mineral de 100 mL de leguminosa e 100 g de semente ou iogurte,
levando-se em conta as doses diarias de referéncia (DDR) para adultos (quantidade significativa de 7,5% para a
bebida e 15% para as sementes e o iogurte) (Regulation (EC) No 1169/2011). Os valores séo representados como
a média + DP. Letras diferentes, por elemento mineral, representam uma diferenca significativa entre as amostras
de sementes (p < 0,05).

Sementecrua % Semente % Bebida a % logurte- %
de MO DDR tostadade MO DDR base de MO DDR tipode MO DDR
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 mL) (mg/100 g)

Na 6.82+0192 045 9.01+£0.78° 0.60 314 £ 0.04 0.21 501+0.04 033

K 76349 +6.832 3817 74756+6.38° 37.38 38.08+040 190 28.05+014 140
Ca 13964+0762 1745 163.64+146° 2045 17.86 +0.08 223 1329x012 166
Mg 30251+2992 8067 31047 +3.34° 8279 2931+0.04 782 1598+015 4.26
P 77119 £3922 11017 79068 +4.89° 11295 72.24 +1.01 10.32 4053019 579
S 1994.06 £ 5142 ___ 197758 +23.44 156.54 £ 390 ___ 8588 +120 _

Fe 997x0072 7118 1701+ 0.05° 12152 0.50 = 0.00 357 026+0.00 184
Cu 0.86+0.012 85.82 0.91+0.02° 90.52 0.08 +0.00 813 0.04 £0.00 3.85
Zn 520+0.032 52.00 6.38 +0.02° 63.81 0.56 + 0.00 5.61 0.31+£0.00 3.09
Mn 125+0.012 62.35 144 +0.00° 7217 015+ 0.00 732 008000 377

B 0.58 £ 0.01% 288 050=+0.01° 249 0.00 + 0.00 0.02+£0.00 01

De um modo geral, as sementes tostadas apresentaram um teor em minerais
significativamente superiores quando comparadas as sementes cruas (Tabela 4), este
facto é explicado pelo efeito da tostagem com relevante perda de humidade. As alegagcdes
nutricionais dos minerais presentes nas sementes tostadas podem ser consideradas,
conforme apresentado na Tabela 4, para o magneésio, o fésforo, o ferro, o cobre, o zinco e
0 manganés, o que confirma a riqueza de sementes de M. oleifera em diversos minerais.
A contribuicdo mineral por 100 g para a obtengéo das doses diarias de referéncia (DDR)
estabelecidas para adultos (Regulation (EC) No 1169/2011; 42], foi maior nas sementes de
MO tostadas do que nos outros dois alimentos a base de sementes de MO estudados.
Além disso, todos os elementos minerais analisados nas sementes tostadas de MO
apresentaram valores superiores aos do amendoim torrado (por exemplo, Mg, 1770 mg/100
g; P, 370 mg/100 g; Fe, 2,1 mg/100 g) (PortFIR, 2022).

Tal como esperado, tanto a bebida como oiogurte-tipo abase de MO apresentaram
valores de minerais inferiores aos das sementes cruas de MO (Tabela 4), isto pode ser

devido a lixiviagao ocorrida durante as etapas de demolha e cozedura. Como se sabe, as
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bebidas comerciais e iogurtes-tipo nao lacteos costumam apresentar grande discrepancia
de nutrientes em relacado aos laticinios (MAKINEN et al., 2016; VANGA & RAGHAVAN,
2018), levando a potenciais deficiéncias nutricionais se ndo forem bem balanceados
através da dieta alimentar (SCHOLZ-AHRENS et al., 2020). Geralmente, a composicdo
das bebidas e dos iogurtes vegetais comerciais compreende diversos aditivos, incluindo
minerais (especialmente calcio), para mimetizar as caracteristicas nutricionais dos
produtos lacteos (MAKINEN et al., 2016; VANGA & RAGHAVAN, 2018), tal como o iogurte
comercial de soja utilizado neste trabalho, com 15% de célcio (igual ao valor minimo de
DDR) na sua composicdo. Apesar disso, quer a bebida a base de MO e o iogurte-tipo a

base de MO podem ter as alegagdes nutricionais de cobre, zinco e manganés.

3.3 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO DA BEBIDA E DO IOGURTE-
TIPO A BASE DE M. oleifera

A consisténcia das alterativas lacteas a base de M. oleifera foram comparadas
através do comportamento do fluxo a velocidade de deformagao constante. Na Figura
2 pode-se ver a comparacao entre a bebida a base de MO e as duas bebidas a base de
leguminosas desenvolvidas anteriormente pelo nosso grupo de investigacao, com outras
bebidas nao-lacteas alternativas atuais. As bebidas a base de MO, de grao-de-bico e de
tremoco apresentaram um comportamento reofluidificante tipico, ndo newtoniano, muito
semelhante as bebidas comerciais de aveld (n0 125,4 Pa-s) e de aveia (hO 52,6 Pas),
sendo esta Ultima a preferida do consumidor (LOPES et al., 2020).

Figura 2. Curvas de viscosidade evidenciando os perfis das variacdes da viscosidade com a velocidade de
deformagéo para a bebida a base de MO e para o iogurte-tipo a base de MO, em comparagdo com as bebidas a

base de tremoco e de grao-de-bico, e também para o iogurte de soja comercial e o iogurte lacteo com baixo teor
de gordura, respectivamente.

1x10° —<— logurte-tipo & base de MO_4 h 30 min_8 °C
—+ logurte lacteo com baixo teor gordura_8 °C
1x10° i 80
—<— logurte de soja_8 °C
1x10% Bebida a base de tremogo
—s— Bebida a base de grao-de-bico
— 1x103 Bebida a base de M. oleifera
wv
&
— 1x10?
[}
©
S 1xio!
3
0
kﬁi 1x10 ~.
> N
1x10* o D
1x10°? S
1x103

1x10°  1x10%4  1x10® 1x10?  1x100  1x10° 1x10'  1x10% 1x10%
Velocidade de deformacgo (s%)
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A bebida a base de MO evidenciou o comportamento reofluidificante mais baixo
(n0 17.4 Pa-s) comparativamente as bebidas das duas leguminosas (Figura 2 e Tabela
5). Isto deve-se a sua estrutura supramolecular mais fraca e portanto, mais facilmente
destruida pela tensdo aplicada, conduzindo ao rearranjo/ alinhamento das micro
estruturas dentro do fluido de maneira a facilitar a deformacao, atingindo mais cedo um
segundo plateau newtoniano mais baixo. O comportamento reofluidificante da bebida
a base de MO ainda se apresenta longe do da bebida de grdo-de-bico (17,4 contra
176,4 Pa-s). Como o aumento da concentracdo em sementes de MO tera um impacto
negativo pelo seu sabor amargo, uma possibilidade seria usar usar a fermentacéao lactica
no processamento dessas bebidas, para reduzir o amargor e simultaneamente permitir
incluir concentracdes mais altas de MO, conduzindo a produgdo de produtos vegetais
com alto teor em proteina.
Tabela 5. Parametros obtidos apds o ajuste das curvas de viscosidade ao modelo Carreau para todas as bebidas
e iogurtes (n0, viscosidade de deformacao zero; nee, viscosidade de deformacéo infinita; e y ¢, taxa de deformacao

critica). Os valores séo representados como média + desvio padrao (n = 3). As mesmas letras nas amostras por
parametro, evidenciam diferencas significativas entre elas (p < 0,05).

n, (Pa-s) n, (Pa-s) y'e(s™)

logurte-tipo MO_4 h 21,465.7 + 27235 3.3 x 102+ 0.3 x 1022 6.7 x10™* £ 0.4 x 10742
30 min_8 °C

logurte lacteo com 151272 + 20134 2> 14 x 1072+ 0.4 x 1022b 26.6 x 10 + 3.0 x 10742b
baixo teor gordura_8

°C

logurte soja_8 °C 3381.2 + 2771 3¢ 27 x102+ 0.2 x 1072° 11.0 x 107* £ 1.9 x 1074®
Bebida a base de 6581 + 34.6 d¢ 29 x1072+ 0.1 x 102¢d 2.0x10™* £ 0.5 x 1074¢
tremogo

Bebida a base de 176.4 + 22.4 of 1.3 x 1072 £ 01 x 1072¢e 56 x10%+£11x10™*
grao-de-bico

Bebida a base de MO 17.4 + 31 ¢f 06 x102+0.0x1029  81x10*+19 x10™°

O iogurte-tipo a base de MO apresentou uma curva de viscosidade muito
semelhante a do iogurte lacteo com baixo teor em gordura, com um plateau newtoniano
bem definido a baixas taxas de deformacao, seguido pela regidao reofluidificante
(Figura 2). O iogurte-tipo a base de MO incubado durante 4 h 30 min apresentou
uma viscosidade de deformacao zero mais prolongada (nO 21.465,7 contra 3381,2
Pa-s) (Tabela 5), o que significa que a estrutura interna deste iogurte era mais forte
do que a do iogurte de soja. Isto pode ser explicado pela sua maior concentracao em
proteinas, permitindo a estruturacdo do gel através do acido lactico, a produgao de
exopolissacaridos pelas bactérias e o aumento de ligagbes proteicas formando uma

rede forte (RAYMUNDO et al., 2017), com efeito lubrificante a partir de seu teor em
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gordura relevante, o que levou ao efeito crescente na reducéo da viscosidade induzida
pela deformacéo (SHAKER et al., 2000).

4 CONCLUSOES

As estratégias de processamento adoptadas e as optimizacbdes realizadas
levaram ao desenvolvimento de alimentos a base de Moringa oleifera, tais como as
sementes tostadas, e as alternativas nao-lacteas de MO com varias caracteristicas
desejaveis (por exemplo, teor em proteinas e minerais, e a consisténcia) que podem ser
consideradas potencialmente competitivas no mercado actual de produtos nao-lacteos
a base de plantas e também utilizadas como suplementos em dietas deficientes em
proteinas e minerais nos paises de origem desta planta.

O alto teor em proteina, a concentragao baixa em gordura, e a riqueza em minerais
da semente tostada de MO, comparativamente ao amendoim, torna esta oleaginosa um
snack nutritivo e competitivo.

A fermentacgdo lactica da bebida MO com 40% (p/v) de sementes secas conduziu
a um produto de alto valor proteico com estrutura em gel semelhante ao iogurte lacteo,
tornando-se uma nova alternativa promissora a base de plantas. Novos trabalhos serao
necessarios para avaliar a textura deste gel com base na caracterizagao sensorial.

No que diz respeito a bebida a base de MO (10% (p/v) de sementes secas), sera
necessario realizar outras optimizagdes no futuro, por forma a encontrar um processo
mais eficiente para remover o sabor amargo das sementes cruas e obter uma bebida
a base de MO mais agradavel (por exemplo, tostar os graos cozidos antes da moagem,
proceder a fermentacéo lactica e/ou a adicdo de sabores naturais que possam melhorar
a percepcao sensorial). Todos esses aspectos estdo sendo considerados em trabalhos

em andamento e futuros.
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ABSTRACT: Aim: To quantify the biologically
active  substances (antioxidants and
antiradicals) in berry and fruit juices, and in
the resulting wines. Additionally, to determine
whether wines lose their antioxidant potential
during the de-alcoholization process. Methods:
We utilized internationally recognized standard
analytical methods to measure the levels of
biologically active substances. Results: Our
research allowed us to assess the antioxidant
capacity of certain berry and fruit juices.
We found that this capacity remains largely
unchanged during the winemaking process.
Furthermore, wines with low alcohol content
or alcohol-free wines produced using our
technology retain their antioxidant and
antiradical properties. Conclusion: Wine is an
excellent product containing many antioxidants
that can contribute to the regulation of RedOx
status in the body. It acts as an effective
scavenger and/or inactivator of free radicals
and reactive oxygen species, which cause
oxidative stress.
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DINAMICA DO ESTADO ANTIOXIDANTE TOTAL AO LONGO DO PROCESSO DE
PRODUCAO DE VINHO: DO SUMO AO PRODUTO VINHO NAO ALCOOLICO ACABADO

RESUMO: Objetivo: Quantificar as substancias biologicamente ativas (antioxidantes
e antirradicais) em sucos de frutas vermelhas e frutas, e nos vinhos resultantes. Além
disso, determinar se os vinhos perdem seu potencial antioxidante durante o processo
de desalcolizacao. Métodos: Utilizamos métodos analiticos padréo internacionalmente
reconhecidos para medir os niveis de substancias biologicamente ativas. Resultados:
Nossa pesquisa permitiu avaliar a capacidade antioxidante de certos sucos de frutas
vermelhas e frutas. Constatamos que essa capacidade permanece amplamente
inalterada durante o processo de vinificagdo. Além disso, vinhos com baixo teor alcodlico
ou vinhos sem alcool produzidos utilizando nossa tecnologia mantém suas propriedades
antioxidantes e antirradicais. Conclusao: O vinho € um excelente produto que contém
muitos antioxidantes que podem contribuir para a regulagao do estado RedOx no corpo.
Ele atua como um eficiente eliminador e/ou inativador de radicais livres e espécies reativas
de oxigénio, que causam estresse oxidativo.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes. Polifendis. Vinho sem alcool.

1INTRODUCTION

The history of wine spans many millennia. It has been known to many cultures in
the southern regions, primarily as grape wine. Berry, fruit, and “exotic” wines have a much
more recent history. In the modern world, we classify wines by their region of production,
grape varieties, growing conditions, climate, production methods, colour, aroma and flavour
profiles, sweetness levels, and other characteristics. Additionally, wines can be analyzed
based on their bioactive substances, tannins, polyphenols, vitamins, trace elements, and
compounds with antioxidant and antiradical effects.

In recent years, wines with reduced or low alcohol content, as well as alcohol-free
wines, have gained popularity. Such wines are produced through additional processes
that may partially or completely alter their specific properties, including bioactive
substances. Both the mutual relations and the quantitative content of these substances
can change. This article examines the possible changes in biologically active substances
from juice through the winemaking stages to the final wine, including the de-alcoholization
process. Preserving the quantity and composition of these biologically active substances
is considered a crucial aspect. Modern analytical methods were used in the study to
quantify bioactive substances and evaluate their antioxidative (TAS) and antiradical
(FRAP) potency.

Many decades ago, Benjamin Franklin famously said, “Wine is proof that God loves
us and loves to see us happy!” (Grigalis U, 2022). Wine, whether made from grapes, berries,

or fruits, is influenced by numerous direct and indirect factors that can significantly affect
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the properties of the final product. Wine enthusiasts are divided into two groups: those
who believe that good wine comes from high-quality grapes or berries, and those who
believe that the winemaker’s experience and skills are paramount. In our study, we will not
evaluate the skills of winemakers but will focus on the process of making wine from juice
to finished wine, including the de-alcoholization process to produce both low-alcohol and
non-alcoholic wines.

While the history of well-maintained vineyards dates back to ancient times around
4000 BCE, the history of wines made from other berries, fruits, and exotic sources is much
more recent, often only a few centuries old. Different regions use a variety of berries, fruits,
and even vegetables for winemaking. Our research includes berries and fruits traditional
to the Baltic and Latvian regions. Notably, Latvian gardeners have adapted hundreds of
grape varieties to the local climate, thanks to breeders like P. Sukatnieks and A. Fazekas,
whose varieties compete in European and global markets. Latvian winemakers, while
producing traditional berry, fruit, and exotic wines, are increasingly focusing on grape
wines. However, in this article, we will analyze the berry and fruit wines typical of Latvia
and the Baltics, focusing on their biological value.

Among the most popular berries and fruits used in Latvian winemaking are:
Aronia (Aronia melanocarpa), known for its high anthocyanin content (41%) in various
forms of cyanidin-glycosides (WICZKOWSKI e colab., 2010), and Raspberries (Rubus
idaeus L.), containing natural antioxidants like vitamins C and E, flavanols, phenolic acids,
ellagitannins, B-sitosterol, and folic acid. The antioxidant properties of raspberries are
mainly due to anthocyanins and ellagitannins. Cranberries (Oxycoccus quadripetalus
Gilib.), Blueberries (Vaccinium myrtillus L.), Strawberries (Fragaria grandiflora Ehrh.),
Gooseberries, Rowanberries (Grossularia reclinata L.), Red Currants (Ribes rubrum L.),
White Currants (Ribes vulgare Lam.), Plums (Prunus sp. L.), Cherries, Apples (Malus
domestica Brokh.), Quinces (Cydonia japonica L.), and several plants used to make
exotic wines, such as Dandelion (Taraxacum officinale F.H.Wigg.) and Rhubarb (Rheum
rhaponticum L.), are also significant. All these plants, whether fruits, berries, or parts
thereof, are traditionally used in folk medicine for disease prevention and treatment
(LAGZDINA Z., 2017).

2 MATERIALS AND METHODS
21 MEASUREMENTS OF THE TAS

The Total Antioxidant Status (TAS) in the juice and wine was measured using

the Total Antioxidant Status commercial assay kits (Cat. NX2332, Randox Laboratories
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Ltd., Crumlin, UK), adapted to the RX Daytona™ automated chemistry analyzer (Randox
Laboratories Ltd., Crumlin, UK) following the manufacturer’s instructions. Briefly, the
assay is based on the formation of the ferryl myoglobin radical from metmyoglobin and
hydrogen peroxide, which then oxidizes ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid)) to produce the radical cation (ABTSe+), a green soluble chromogen,
determined spectrophotometrically. Antioxidants scavenge the formed cation-radical in a
concentration-dependent manner, leading to a proportional decrease in colour intensity.
Assay results are expressed as mmol/L. This measurement considers the cumulative

effect of all antioxidants present in the extract under investigation (MILLER e colab., 1993).

2.2 MEASUREMENTS OF THE TPC

The Total Phenolic Content (TPC) in the sapropel extract was determined
spectrophotometrically using a UV-Visible spectrophotometer (UV-Vis Varian Cary 50,
Seattle, USA) and the widely used Folin-Ciocalteu method (BLAINSKI e colab., 2013;
ISO, 2005). This method is based on the oxidation of phenol —-OH groups in reaction with
the Folin-Ciocalteu reagent, a mixture of phosphomolybdate and phosphotungstate,
producing a blue coloration with an absorption at 765 nm. The colour intensity is
proportional to the phenol concentration. The reducing capacity of the Folin-Ciocalteu
reagent depends on the presence of -OH groups in polyphenols. First, 2.5 mL of 10%
Folin—Ciocalteu reagent was added to a 0.5 mL sapropel extract sample, mixed, and
incubated at room temperature for 3-8 minutes. Then, 2.0 mL of 7.5% sodium bicarbonate
was added, mixed, and incubated for 30 minutes at room temperature. The absorbance
was measured at 765 nm against a blank sample. The phenolic compound content in the
extract was expressed as gallic acid equivalents (ug GAL/mL). Gallic acid was used to
set up a standard curve with concentrations of 100, 50, 25, 12.5, and 6.25 ug GAL/mL.
Samples were analyzed in triplicate (BLAINSKI e colab., 2013).

2.3 MEASUREMENTS OF THE FRAP

The Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) assay was performed according
to the method described by Benzie and Strain (BENZIE e STRAIN, 1999). The FRAP
reagent was freshly prepared by mixing 300 mM acetate buffer (pH 3.6), 10 mM TPTZ
dissolved in 40 mM HCI, and 20 mM FeCl,-6H,O solution in a 10:1:1 ratio. Three milliliters
of freshly prepared working FRAP reagent were mixed with 0.2 mL of the sample extract.
The mixture was incubated at 37°C for 5 minutes. The absorbance was measured at 593

nm against a reagent blank. The FRAP value was calculated and expressed as mM Fe?*-g”
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of product, based on a calibration curve plotted using an aqueous solution of 1 mM ferrous
sulphate (FeSO,-7H,0) (BENZIE e STRAIN, 1999).

3 RESULTS AND DISCUSSION

In the initial phase, our goal was to monitor the changes in polyphenols,
antioxidants (TAS), and antiradicals (FRAP) from juice to the final wine product. We
evaluated 18 wines in total, including 11 berry, 4 fruit, and 2 exotic wines. We measured
the quantities of polyphenols, total antioxidative capacity, and the ability to bind free
radicals (antiradical potencies) in both the juices and the finished wines. The total
polyphenolic compounds in the wines were quantified in ug/mL. To determine the
polyphenolic compounds, we used a scanning UV/VIS spectrophotometer “Cary 50”
(Varian, The Netherlands) and the standardized Folin-Ciocalteu method (ISO 14502-
1:2005, 2015), with gallic acid as the standard. The measurement of total polyphenols
was expressed as gallic acid equivalent (GAE) pg/mL. Initially, we analyzed the prepared
juice before commencing the winemaking process. The qualitative composition of
bioactive substances was determined from our previous studies and publicly available
data (LAGZDINA , 2017; KUSTOVS e colab., 2020; MOREINO e colab., 2021). Throughout
the study, we observed the highest concentrations of polyphenols in chokeberry,
blackcurrant, red currant, and quince juice and wine. Chokeberry juice and wine were
dominated by anthocyanins and flavanols, including quercetin and kaempferol. In
blackcurrant juice and wine, anthocyanins and quercetin primarily determined the
antioxidant and antiradical properties. For red currants, quercetin and its derivatives,
B-carotenes, lutein, and zeaxanthin contributed to their bioactive potency. Quince juice
and wine’s bioactive potency comprised anthocyanins, rutin, chlorogenic, and caffeic
acids. Antiradical potencies, assessed by the FRAP method, demonstrated the capability
of substances in berry and fruit juices and wines to bind and neutralize free radicals and
reactive oxygen species. Aronia juice exhibited the highest antiradical potency (11.3 mM
Fe?*), followed by blackcurrant (9.9 mM Fe?*), quince (10.5 mM Fe?*), and cherry (8.8 mM
Fe?*). The finished wines showed similar antiradical potencies: aronia (11.3 mM Fe?’),
blackcurrant (101 mM Fe®"), quince (10.0 mM Fe?*), and cherry (9.5 mM Fe?*). These
findings convincingly demonstrate that traditional winemaking methods (employed by
Latvian winemakers) effectively preserve the bioactive substances responsible for the
antioxidant and antiradical properties of wine. This suggests that wine can significantly
regulate RedOx processes in the body and reduce oxidative stress by influencing various

metabolic processes, including enzymatic and non-enzymatic regulation. A notable
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aspect is the wide spectrum of biologically active substances in any wine, enabling
each free radical in the body and each reactive form of oxygen and/or nitrogen to find
its own “regulator.” This contributes to both endogenous antioxidative regulation and
exogenous antioxidant defence processes. To substantiate this, we evaluated the total
antioxidant potential in juices, finished wines, wines with reduced alcohol content, and
non-alcoholic wines. TAS in juice and wine was measured using the Total Antioxidant
Status commercial assay kits (Cat. NX2332, Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK)
adapted to the RX Daytona™ automated chemistry analyzer (Randox Laboratories Ltd.,
Crumlin, UK) following the manufacturers’ instructions. Aronia juice exhibited the highest
antioxidant protection potential (33.2), with aronia wine showing 33.9. Blackcurrant juice
and wine showed 19.0 and 18.7, respectively, blueberry 18.0 and 16.8, quince 181 and
18.7, and red currant 17.0 and 16.0 (SKESTERS e colab., 2023). These results justify
categorizing wines as preventive agents, as they are known to help in the prevention of
cardiovascular diseases and reducing the risk of their development. The results of the

study are summarized in Tables 1 and 2 (see below).

Table 1. Total antioxidant status and content of polyphenols and Ferric Reducing/Antioxidant power in juice.

Juice from the following berries TAS TPC FRAP
(mmoL/L) (GAE, pg/mL) | (mM Fe,")
Aronia (Aronia melanocarpa) 33.2 2214 1.3
Black currant (Ribes nigrum L.) 19 1606 9.9
Red currant (Ribes rubrum L.) 17 1244 75
White currant (Ribes vulgare Lam.) 4 300 2.7
Rowanberry (Grossularia reclinata (L.) Mill.) 3.6 417 41
S;r;ggg;% u((f:—"gigarla grandiflora Ehrh., Fragaria 37 564 38
Cranberry (Oxycoccus quadripetalus Gilib.) 57 354 49
Lingonberry (Vaccinium vitis-idaea) 16.8 1146 8
Blueberry (Vaccinium myrtillus L.) 18 970 81
Raspberry (Rubus idaeus L., Rubus odoratus) 124 615 7.8
Red grape (Vitis vinifera) 125 978 6.7
gg ?r?iga ;gggg;na japonica L., Chaenomeles 181 1308 105
Cherry (Prunus avium) 1.4 952 8.8
Plum (Prunus sp. L.) 6.3 440 51
Apple (Malus domestica Brokh.) 94 714 53
Dandelion (Taraxacum officinale F.H.Wigg. s.1.) 12.8 914 10.7
Rhubarb (Rheum rhaponticum L.) 12 114 22
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The total phenolic content of the wine samples was determined using a modified
Folin-Ciocalteu method, adapted for a microplate, according to the ISO standard protocol

(ISO, 2005). Results were expressed as gallic acid equivalents in pg/mL of wine.

Table 2. Total antioxidant status and content of polyphenols and Ferric Reducing/Antioxidant power in red wine.

Red wine from ms ’ E‘.':\CE:, Lg/ml | FRAP
Aronia (Aronia melanocarpa) 33.9 2334 1.3
Black currant (Ribes nigrum L.) 18.7 1696 101
Red currant (Ribes rubrum L.) 16 1249 79
White currant (Ribes vulgare Lam.) 4.2 287 26
Rowanberry (Grossularia reclinata (L.) Mill.) 3.9 477 41
gégiv;gse;% U(CI-;vrjgaria grandiflora Ehrh., Fragaria 32 545 39
Cranberry (Oxycoccus quadripetalus Gilib.) 6.2 392 46
Lingonberry (Vaccinium vitis-idaea) 174 1286 81
Blueberry (Vaccinium myrtillus L.) 16.8 1020 81
Raspberry (Rubus idaeus L., Rubus odoratus) 124 615 7.8
Red grape (Vitis vinifera) 145 1033 77
ggi)nr(’:iia 7ng)JL)I/;;‘l;)))nia japonica L., Chaenomeles 187 1218 10
Cherry (Prunus avium) 104 902 9.5
Plum (Prunus sp. L.) 6.6 429 4.9
Apple (Malus domestica Brokh.) 74 773 53
Dandelion (Taraxacum officinale F.H.Wigg. s.1.) 12.8 901 101
Rhubarb (Rheum rhaponticum L.) 14 136 24

In recent years, there has been a growing trend in society towards increased
demand for low-alcohol and non-alcoholic wines, which also impacts winemakers in
Latvia. Given the relatively small wine consumption in the Baltic States and Latvia, and
the minor share of these specific wine groups in the overall market, it is unfeasible for
small wineries to invest in expensive equipment such as reverse osmosis systems costing
around $30,000 or spinning cone columns exceeding $1 million (GOODE, 2021) . Our
laboratory’s objective was to identify and test cost-effective technologies for reducing
alcohol content to 8-6% or even zero v/%. One potential method involved “freezing” the
wine. The wine was frozen to -30°C, and after removal from the freezer, the bottle was
placed upside down in a rack. As the temperature increased, the alcohol, which has a
higher freezing point than water, was the first to thaw and slowly flow out. The moment

the wine began to melt was determined both visually and photometrically; the first drops
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indicated the start of melting. This freeze-thaw procedure was repeated three times
during our experiment. After each thawing cycle, the total polyphenol content (TPC) in the
wine was measured. The increase in TPC was attributed to the reduced volume of wine
due to alcohol separation. The total polyphenol content and alcohol levels in the samples
are shown in Table 3. As another method for reducing alcohol content, we used vacuum
distillation. Heidolph’s vacuum distillation equipment (Heidolph Instruments, GmbH,
Germany) allows for precise temperature control (+ 01°C), standardized rotation speed,
and vacuum depth. The distillation process lasted 30 minutes, with a repeated cycle after
a 5 minute pause for sampling. The distillation temperature was set at 45°C with a vacuum
of 200 millibars. This process was repeated twice, with samples taken for analysis after

each step. The results are shown in Table 4.

Table 3. Polyphenols (GAE pg/mL) and alcohol (v/%) content in wine after triple freeze/thaw procedure.

Original TPC 1st TPC 2nd TPC 3rd TPC Final
Wine Alcohol v/% | (GAE ug/ | (GAE ug/ | (GAE pg/ | Alcohol

(GAE pg/mL) mL) mL) mL) v/%
Apple 185 13 193 198 212 6.55
Gooseberry 704 12.513.0 716 718 729 414
Rhubarb 166 12.5-13.0 175 179 179 3.4
Chokeberry 862 13 870 881 895 812

Table 4. Polyphenols (GAE pg/mL) and alcohol (v/v%) content in wine after vacuum distillation.

45°C - 200 o 45°C - 200 o
) Original TPC | Ajcohol mbar 30min | *° c- 200 | - ar 60min | 42 c- 200
Wine /% TPC (GAE mbar 30min TPC (GAE mbar 60min
(GAE pg/mL) | V7 Alcohol v/% Alcohol v/%
ug/mL) pg/mL)
Apple 205 12513.0 | 218 97 220 6.8
Rhubarb 130 125413.0 | 199 219 416 0.088
Hawthorn 848 13 859 976 872 3.65
Rowanberry | 398 13 505 5.6 453 0.66
Apple/pear | 227 13 240 249 259 0.8

By using the freeze/thaw method, we successfully avoided the loss of biologically
active substances, mainly polyphenols. In fact, we observed an increase in polyphenol
content per milliliter of wine. This can be explained by the significant reduction in alcohol
volume. Despite the considerable drop in alcohol content across all wine samples, most
could be classified as low-alcohol wines, except for chokeberry wine, which reached up to
812v%. The alcohol content in rhubarb wine decreased from 13.0 to 3.41v%, in gooseberry

wine to 414v%, and in apple wine to 6.55v%.
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The vacuum distillation method also preserved the antioxidant capacity of the
wines, similar to the freeze/thaw method. However, the residual alcohol content (ranging
from 0.088 to 0.80%) allows these wines to be classified as non-alcoholic. Meanwhile,
the alcohol content in hawthorn (3.65v%) and apple (6.8v%) wines places them in the

low-alcohol category.

4 CONCLUSION

During the winemaking process, the bioactive substances in the juice are
preserved, ensuring the antioxidant capacity of the wine. Our evaluated methods for
reducing alcohol in wine or de-alcoholizing wine are gentle and do not diminish the
antioxidant potential of low-alcohol or non-alcoholic wines. We believe that wine plays
a role in regulating the body’s RedOx state, intercepting and neutralizing free radicals,

thereby reducing the effects of oxidative stress on the body.
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ABSTRACT: The Brown Spot Disease is a
ubiquitous fungal disease present in many
vegetables and perennials. The mycotoxins
produced by the disease lead to challenges
in plant protection. Moreover, the actual
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fungicides are largely inadequate to deal with
this disease aggressiveness. This aspect is
a common feature of necrotrophic fungi. The
studies on Brown Spot Disease were largely
done by isolating the fungus from the infected
tissues. Fungus belonging to Stemphylium
sp. and Alternaria spp. were described on
pear, apple, vegetables, and cover crops. The
objective of this study was to obtain scientific
evidence on the distribution of Brown Spot
Disease over distinct plant species and clarify
its infection mechanism. For that purpose,
optical microscopy methods were used based
on darkfield or polarized light, which build
up significant steps for the comprehensive
understanding of these fungus on their
hosts.Stemphylium  vesicarium,  Alternaria
alternata and Alternaria arborescens were
associated to Brown Spot Disease symptoms.
The fungus association and frequency
depended on hosts and infected plant organs.
In Pyrus communis cv. Rocha flowers Alternaria
spp. were the most frequent. Laterinthe season,
on maturation stage BBCH 85 Stemphylium
vesicarium was the most frequent, particularly
when the fruits turned yellow. It is likely that
both Stemphylium vesicarium and Alternaria
spp. act together to synergistically surpass
the defence mechanisms of the hosts. The
Brown Spot Disease pathosystem in Portugal
is profusely diverse in pathogens and hosts.
KEYWORDS: Stemphylium vesicarium.
Alternaria alternata. Alternaria arborescens.
Light microscopy. Necrotrophic fungi.
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ABORDAGEM SOBRE A DOENCA DAS MANCHAS CASTANHAS: AGENTES CAUSAIS
E INTERACOES COM OS HOSPEDEIROS EM ECOSSISTEMAS AGRARIOS

RESUMO: A doenca das manchas castanhas é uma doenca ubiqua que causa danos em
muitas espécies fruticolas e olericolas. Pelo facto de a doenca produzir micotoxinas, a sua
protecao torna-se dificil e os fungicidas pouco eficazes. Este aspeto € uma caracteristica
de todas as doencas causadas por fungos necrotroficos. Os trabalhos realizados sobre
a doenca das manchas castanhas tém-se baseado em amostragem por isolamento dos
tecidos infetados, demonstrando a presenca e infecciosidade de fungos dos géneros
Stemphylium e Alternaria em pereira, macieira, hortalicas e coberturas vegetais. O objetivo
deste trabalho é produzir evidéncia cientifica sobre a distribuicédo dos fungos causadores
da doenga das manchas castanhas em diferentes hospedeiros e do seu mecanismo de
infecéo. Para este propdsito foramimplementadas técnicas de microscopia 6ticabaseadas
na utilizacéo de luz polarizada e de campo escuro, que permitem avancos significativos
na compreensao da acgao destes fungos nos seus hospedeiros. Foram identificados e
documentados visualmente fungos das espécies Stemphylium vesicarium, Alternaria
alternata e Alternaria arborescens associados aos sintomas da doenca das manchas
castanhas, em combinacéo e representatividade diferentes consoante os hospedeiros
e orgaos infetados. Em Pyrus communis cv. Rocha o género Alternaria predomina no
periodo da floragao, enquanto na fase de maturagao dos frutos a espécie Stemphylium
vesicarium é a preponderante. E possivel que estes fungos atuem de forma cooperativa
para ultrapassar as defesas normais das plantas hospedeiras. O patossistema associado
a esta doenca & muito rico, pela diversidade de patogénios e hospedeiros, observados
em varias zonas de Portugal.

PALAVRAS-CHAVE: Stemphylium vesicarium. Alternaria alternata. Alteraria arborescens.
Microscopia 6tica. Fungos necrotroficos.

1INTRODUCTION

The Brown Spot Disease (BSD) is an important disease of pear worldwide.
Reports published in Portugal (Francisco, 2021), The Netherlands (Kohl et al., 2013), Spain
(Llorente and Montesinos, 2006), Italy (Kohl et al., 2009), France (Blancard et al., 1989),
Poland (Hubert Gtos et al., 2023), Argentina (Temperini et al., 2022) and Belgium (Van
Laer et al., 2006) claim that Stemphylium vesicarium is the causal agent of BSD on pear.
Nevertheless, Alternaria spp. can also cause symptoms compatible with those caused
by Stemphylium vesicarium and this is often disregarded. The Alternaria spp. related
with European pear hosts are Alternaria alternata, Alternaria arborescens and Alternaria
tenuissima. Joyce Woudenberg (Woudenberg, 2015; Woudenberg et al., 2015) claimed
that A. tenuissima is the same as A. alternata.

The aim of this study was to clarify the symptoms of both fungus and its relationship

with different hosts, both perennial and annual species.
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2 MATERIALS AND METHODS

From 2018 to 2020 two Pyrus communis cv. Rocha orchards were selected and
winter buds, flowers, leaves and fruits were observed. From the two selected orchards,
the one located in coordinates 39019'5.82"N, 902'45.84"W (elevation 57 m) had historically
low level of BSD (<3% on fruits) whereas the other, located at 39919'40.20”N, 903'51.29"W
(elevation 142 m) presented high levels of the disease (> 10% on fruits). Each year, 100
organs were selected: in wintertime (January and February) dormant flower buds were
sampled, flowers in April, and from mid-June to mid-July leaves and fruits were collected
and observed. Fruits were also observed in the week before harvest (mid-August).

In the high inoculum orchard, 50 fruits were sampled before and after spraying
treatments in May and June (three times in total). The spray treatments were done with
an air blast sprayer model Stagric 800 | (Stagric, Portugal).

Fruit samples were also collected on bell pepper (Capsicum annum), tomato
(Solanum lycopersicum), fig trees (Ficus carica), cover crops (Lolium spp., Sonchus oleraceus
and Helminthotheca echioides) and vineyard leaves (Vitis vinifera) on several locations in
Western Portugal (Caldas da Rainha) and Southern Portugal (Beja, only in 2020).

The organs were observed under a stereomicroscope Leica 205C (Leica Germany)
equipped with a NVl illumination, polarization filters and a MC190 HD camera. The leaves
were also observed with an Olympus BX40 (Olympus, Japan) microscope in transmission
mode (40 x) equipped with a darkfield set. Some photos were stacked to improve the
depth of the field. The distinction between A. alternata and A. arborescens was done
based on fungus morphology from undisturbed architecture on the host’s surface. It was
assumed that A. tenuissima and A. alternata are the same species (Woudenberg, 2015;
Woudenberg et al., 2015).

3 RESULTS AND DISCUSSION

Spores and symptoms of BSD were identified in several perennial hosts such as
Pyrus communis (Figure 1 A-O), Ficus carica (Figure 1 P-Q) and Vitis vinifera. Vegetables
like Capsicum annum and Solanum lycopersicum (Figure 1 R) were also infected and
produced spores similarly to several cover crops (Lolium spp. Sonchus oleraceus
and Helminthotheca echioides). In all those species S. vesicarium, A. alternata and A.
arborescens were identified. In case of Lolium spp. the Alternaria spp. present could be A.
alternata or A. infectoria. The last one is quite common in cereal crops and humans, and

it is hard to distinguish them based on morphology. As far as we know, the infections of

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais | Capitulo 10 m



A. infectoria on plants were just reported for vegetables (Henriques, 2018; Kokaeva et al.,
2018) and cereal species (Tralamazza et al., 2018).

In the initial leaf and fruit infection stage, it was possible to connect the symptoms
to the spore responsible for the infection of the living tissues (Figure 1A-B). The cases
where the relation was dubious were discarded. Thus, it was possible to establish a clear
link between the symptoms associated with S. vesicarium and those caused by other

Alternaria spp., namely A. alternata and A. arborescens on pear.

31 LEAF INFECTIONS

The infections caused by S. vesicarium and Alternaria spp. did not always develop
ared halo on pear (Figure 1 D-G). Sporulation of S. vesicarium was never observed on pear
leaves during the three years of the study. On the other hand, abundant sporulation on pear
leaf lesions of Alternaria spp. was frequently found (Figure 1 C). The lesions on V. vinifera
leaves produced abundant sporulation for both genera (Alternaria and Stemphylium, data
not shown).

The presence of airborne S. vesicarium ascospores was often observed infecting
both sides of the pear leaf. On the opposite, S. vesicarium conidia were rare to be
observed on pear leaf blades. The reason behind this fact is unknown, as both spores can
be collected from the atmosphere (Sobreiro et al., 2003).

In S. vesicarium and Alternaria spp. the spores produced multiple penetration
hyphae that spread on host surface three to four times the spore length before the
penetration site (Figure 1 A-B). In the leaves, direct penetration was the most frequent,
but we also reported cases where leaf stomata penetration was clearly visible (data
not shown).

The cover crops present in pear orchards were also infected by S. vesicarium and
Alternaria spp. In the case of Lolium spp. the infections were observed on leaves and stems.
Although green plant parts did not produce spores, as the plants dry out the infected
areas started to produce S. vesicarium and Alternaria spp. conidia. Rain or dew stimulated
the sporulation in these species (Sobreiro et al., 2003). S. vesicarium was also reported

infecting several cover crops in pear orchards but not Alternaria spp. (Francisco, 2021).
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Figure 1-Infected pear leaf caused by Stemphylium vesicarium ascospore (A). Initial infection stage of Alternaria sp.
in pear leaf (B). Sporulating Alternaria alternata in pear leaf lesion (C). Alternaria sp. pear leaf infection symptoms,
red halo absent (D) or present (E). S. vesicarium pear leaf infection symptoms, red halo absent (F) or present
(G). Pear dormant bud infected by Alternaria arborescens with mycelia and spores visible (H, I). S. vesicarium
pseudothecia visible in a winter leaf disk collected from a pear orchard floor (J). Initial stage of a S. vesicarium
formation with hyphae connected to a visible ascospore (K). Pear calyx infected by A. alternata with visible spores
(L). Pear flower stigma and style infected by A. arborescens with visible spores (M). A. alternata sporulation visible
on pear fruit collected at harvest (N). S. vesicarium on pear fruit observed at late harvest (O). A. arborescens
abundant sporulation (P) and S. vesicarium high density sporulation on Ficus carica fruit in May (Q). Aspect of S.

vesicarium spores growing on a Solanum lycopersicum fruit (R).
- ‘\ SRR
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3.2 PEAR LITTER LEAVES

We confirmed that S. vesicarium overwinters as pseudothecia inside dead pear
leaves at soil surface (Figure 1 J-K). This is the sexual stage of S. vesicarium, providing
the fungus with the ability to adapt itself to the environment. One important source of S.
vesicarium for Spring infection seems to be ascospores released by dead pear leaves. In
this study we found many S. vesicarium ascospores landed over pear leaves and fruits.
The ascospore dose over these organs was eight to 25 times higher than the number of S.
vesicarium recorded conidia on the same organs. We hypothesise that S. vesicarium can
also overwinter in other cover crops debris, but this claim needs confirmation.

The sexual stage of A. alternata and A. arborescens is unknown, but it is commonly

visible inside cereal crops debris in the case of A. infectoria (Perellé and Sisterna, 2008).

3.3 FLOWER INFECTIONS

The flower infections linked to BSD occurred in the pear calyx, stigma, style,
and filament but not in the anther. S. vesicarium just infected the flower calyx whereas
Alternaria spp. infections were observed on the calyx, stigma, style (Figure 1 L-M) and
filament. S. vesicarium lesions on flower calyx sporulated very rarely and accounted for
less than 1% of the total flowers with visible infection symptoms. Alternaria spp. sporulation
was frequent in the flower calyx, pistil, and filaments. In this study 26% of the pear flowers
sampled exhibited infection symptoms. From the ones with symptoms, 0.6% were clearly
S. vesicarium, 91.3% were Alternaria spp. and the remaining were unidentifiable.

The infection of cover crop flowers was observed in the plants of Asteraceae
family, namely the Common sowthistle (Sonchus oleraceus) and the Bristly oxtongue
(Helminthotheca echioides). The Asteraceae capitulum of these species was heavily
infected by both S. vesicarium and Alternaria spp. and abundant conidial production was

observed (data not shown).

3.4 FRUIT INFECTIONS

Several studies were conducted in Portugal on the pathogenicity and severity of S.
vesicarium on pear (Dias, 2020; Francisco, 2021; Santos, 2019) and fungus identification
on pome fruits (Silva, 2011).

Before June, the pear infections were more common in the area around the
calyx. We observed that most spores were concentrated around this spot. After June,

the infections were also common in the side of pear fruit facing the external and more
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illuminated sides of the trees. We observed the infections in apparently intact fruit
epidermis and more often through the lenticels. The lesion initiated as less than 1 mm
diameter brown spot, with or without red halo, and progressed slowly to reach as much as
25 mm diameter at harvest. This is in agreement with other studies performed in Portugal
(Diogo et al., 2017; Sobreiro et al., 2003).

In the case of S. vesicarium, the lesions generally did not produce any spores, as
previously mentioned for leaves. On the other hand, fruits with Alternaria spp. sporulating
lesions were more likely to occur, especially on wounded pears.

At harvest time, the infected pears exhibited early maturation, turning yellow and
falling to the ground about one week before harvest. The infection stimulated ethylene
and CO, release in the infected fruits, which explains this behaviour (Almeida, 2015). As
pear fruits turn yellow, S. vesicarium and Alternaria spp. infections produced mycelia with
abundant sporulation. In some cases, the sporulation was observed only on the fallen
pears. It was quite common the observation of S. vesicarium and Alternaria spp. on the
same infected pear, individually or sharing the same lesion. The S. vesicarium sexual stage
was absent in fallen fruits.

The observation of fig fruits exhibited strong sporulation for S. vesicarium and
Alternaria spp. on lesions over 5 mm diameter (Figure 1 P-Q). The sporulation period was
observed between late April and the end of July. The infected fig fruits remained on trees
for weeks with visible sporulation before falling to the ground. Some infected fig fruits
dried out and remained attached to the trees continuing to sporulate and resembling dark
mummified fruits.

The infections of S. vesicarium and Alternaria spp. were also observed on bell
pepper and tomato fruits. As soon as the fruit lesions reached 5 mm diameter, they

sporulated very densely (data not shown).

3.5 FLOWER BUD INFECTIONS

In wintertime (January and February) we observed many pear buds with internal
tissues shrivelled and covered with dark areas. Inside many buds it was not possible to
identify the cause of those symptoms. However, fungus mycelia were visible in 19% of the
buds (average of the three years) (Figure H-I). The mycelia were also present within the
bud scales. The S. vesicarium sporulation was never observed inside or outside the bud
scales neither its pseudothecia. The Alternaria spp. was detected sporulating over the

internal or external bud scales. Many flower buds with symptoms aborted or were not able
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to develop normal flowers in the Spring. Others presented far less flowers than normal,
one to three per bud instead of the average seven. Regarding blossom blast of pear buds,
the bacteria Pseudomonas syringae is the pathogen normally associated (Whitesides
and Spotts, 1991). We observed that A. alternata and A. arborescens produced abundant
sporulation in pear buds during winter. Each spring those spores were an important part
of primary infections on pear tree, being responsible for important bud destruction. Those
buds presented loose scales that fell easily. Some studies also suggested the Alternaria
spp. as cause of blossom blast in pear (Wenneker et al., 2019).

3.6 AIR-BLAST SPRAYERS

The air-blast sprayers blow a strong air flow, sucking air from the rear and forcing
the stream along with liquid pesticide, injected by the nozzles towards the pear canopy
(Figure 2 A). In this study we measured the spore dose before (Figure 2 B) and after spray
treatments (Figure 2 C). We observed 10 to 50 times more spores of Alternaria spp. and
S. vesicarium deposited on pear fruit surface after the spray treatments. The Alternaria
spp. spores were the most frequent (Figure 2 C). This means that air-blast sprayers were
responsible for blowing up the spores when operating. The effect of this spore dose
increment surely has a strong impact on future disease epidemic development.

Figure 2 - Air-blast sprayer commonly used to spray pear orchards in Portugal (A). Alternaria sp. conidia on pear fruit

cuticula sampled before the spray treatment (B). Aspect of a spray droplet on a pear fruit surface with Alternaria

spp. spores and a single Stemphylium vesicarium conidium, after a spray treatment (C).
. o —

3.7 BROWN SPOT DISEASE PATHOSYSTEM FOR PEAR ORCHARDS

One feasible way to represent the BSD pathosystem is shown in Figure 3. The
BSD primary infections in Spring are caused by S. vesicarium ascospores released from
the orchard floor, or conidia originated from fig trees in the orchard’s neighbourhoods and
dragged by the wind into the pear host. S. vesicarium ascospore release rate depends on
light intercepted and water from dew or rain (Sobreiro et al., 2003). This event leads to

Type A infections, where the leaves show an infection pattern with scattered spots, one
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or two per leaf. This pattern of infection is explained by the longest pathway of the spores
in the atmosphere, before randomly landing on the susceptible tissues.

The Type B primary infection pattern happens when Alternaria spp. conidia
originated on pear buds infect the nearby leaves. The infection source is remarkably close
to the susceptible tissues, just centimetres apart, and the number of conidia released by
lesion is extremely high. In this case, every pear leaf observed at the beginning of the
season is heavily infected with five or more spots (Figure 3).

In Mediterranean climate, the orchard cover crops are fully established in October,
as the rainfall begins to increase, and dry out in May or early June, in the absence of rain.
In this scenario, deciduous species like pear, fig or vineyards are the most probable source
of spores for cover crop Alternaria spp. infections. Dead leaves of pear trees discharge
actively the ascospores at daylight into the atmosphere, providing the inoculum for S.
vesicarium infection of perennial hosts or cover crops.

As S. vesicarium and Alternaria spp. spores are very heavy (falling about 3 m every
10 minutes in still air) (Woo et al., 2018) they to tend to settle down from the atmosphere
very quickly and stay over the weeds or trapped between them. We observed that, in this
case, man-made actions like spraying with air-blast sprayers could blow large amounts of
those spores to the pear canopies (Figure 3).

It seems very unlikely that sporulating pear fruits fallen on the orchard’s floor
contribute to the disease epidemiology, due to the previous arguments (heavy spores,
non-susceptibility of dry cover crops and the absence of spray treatments after harvest).
This claim is supported by the small number of S. vesicarium conidia observed on the
fruits before the spray treatments, and its increment afterwards. It has been reported that
the removal of fruits and debris form pear orchard’s floor presents a low impact in the
number of S. vesicarium spores collected weekly on microscope glass slides, and thus
in the disease epidemic progression (Constantino, 2019). Nevertheless, in other trial the
mechanical removal of the orchard’ fruits and debris after harvest influenced positively

the spore deposition over the pear canopies (Afonso, 2021).
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Figure 3 - Pathosystem representation of the Brown Spot Disease. Primary infection sources are the ascospores
of Stemphylium vesicarium from the dead leaves on the pear orchards floor (infection type A) or conidia from
Alternaria spp. overwintering mycelia in pear buds (infection type B). Other source of inoculum could be the fig trees
in the orchard’s vicinity for Alternaria spp. or S. vesicarium. Cover crops are most likely to be infected by spores from
perennial or from dead debris on orchard floor. The anthropomorphic actions like use of air-blast sprayers could
lead to the high spore dose on fruits surface from multiple inoculum sources (C).

Type B infection

4 CONCLUSION

In summary the main insights into Brown Spot Disease in agroecosystems are:

- Stemphylium vesicarium and Alternaria spp. exhibit two types of similar
symptoms on pear leaves or fruits: brown spots with or without red halo. The
symptoms cannot be interpreted as the signs of those pathogens. Therefore,
the sample judging by naked eye can be misleading.

- S.vesicarium overwinters as pseudothecia on dead pear leaves on the orchard
floor that actively discharge ascospores during daylight when wetted by rain
or dew. S. vesicarium pseudothecia seem not to develop in pear buds.

« A.alternataand A. arborescens sexual stage is unknown and does not produce
ascospores. Mycelium of Alternaria spp. sporulate in pear flower buds, causing
blossom blast and contributes significantly to primary infections of BSD.

«  Alternaria spp. conidia are more frequent on pear leaf blades or fruit surface
than S. vesicarium ascospores and conidia. In the same tissues, S. vesicarium

ascospores are more frequent than conidia.
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- Pear flowers are infected with S. vesicarium and Alternaria spp. S. vesicarium
conidia are rarely produced in pear flowers whereas abundant conidia of
Alternaria spp. are produced in all pear flower parts, excluding the anthers.

e Fruit lenticels are important openings for S. vesicarium and Alternaria spp.
infection.

« The green tissues of cover crops infected by BSD do not sporulate. The
Asteraceae capitulum produces abundant S. vesicarium and Alternaria spp.
conidia, late in Spring, when the cover crops dry out.

«  The use of herbicides or mowing grass below 10 cm height is beneficial to S.
vesicarium and Alternaria spp. sporulation, since dead cover crops tissues,
when exposed to sunlight, provide large amounts for fungi growth.

e The air-blast sprayers increase the number of spores of S. vesicarium and
Alternaria spp. that land over the pear canopies, 10 to 50 times per spraying.

«  Brown Spot Disease is highly influenced by anthropomorphic actions and
climate changes in ecosystems. A global approach is needed to reestablish

the ecosystem equilibrium to manage this disease.
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RESUMEN: La vainilla (Vanilla planifolia Jacks)
es un producto de importancia mundial,
la cual es utilizada como saborizante y
aromatizante en las industrias de alimentos,
bebidas, perfumes y cosméticos. El 95% de la
produccion mundial proviene de V. planifolia,
debido a la preferencia de las industrias por
su alto contenido de vainillina. Esta especie
y otras no comerciales como V. insignis, V.
cribbiana, V. inodora, tienen su centro de
origen en el area de Mesoameérica, lugar donde
se puede encontrar la mayor biodiversidad.
Sin embargo, estas especies estan en peligro
de extincién a causa de la destruccion de
su habitat natural, por el cambio climatico, y
los danos por plagas y enfermedades, entre
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otros factores. Considerando esta situacion;
asi como el valor historico, econémico vy
cultural que tiene este cultivo en México, en
el ano 2017, se inicio este proyecto del banco
de germoplasma de vainilla en el Campo
Experimental Ixtacuaco (CEIXTA), Tlapacoyan,
Veracruz, el cual tiene como objetivo primordial
rescatar y preservar las especies mexicanas
de vainilla para evitar su extincion, y a futuro
conocer si alguna de ellas presenta atributos
importantes en productividad, calidad de
fruto, perfil aromatico y tolerancia a factores
bidticos y abidticos. El banco esta conformado
por 119 colectas con sus datos de pasaporte
(lugar de colecta, coordenadas geogréficas,
especie etc.) pertenecientes a las especies, V.
planifolia, V. pompona, V. insignis, V. cribbiana
y V. odorata, recolectadas durante los anos
2017, 2018 y 2019, en parcelas de productores,
de los estados de Veracruz, Puebla y Oaxaca.
Ademas, de la conservacién en campo, se ha
iniciado de forma simultanea la conservacion
in vitro (ex situ), en el laboratorio del Centro
Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) del
INIFAP, ubicado en Tepatitlan, Jalisco. Las
accesionesdelbancode germoplasma,ademas
de salvaguardarse para evitar su extincion,
en el futuro serviran de base para programas
de mejoramiento genético, investigacion
cientifica, asi como fuente primaria de material
propagativo de alta calidad fitosanitaria en
beneficio de los productores.

PALABRAS CLAVE: Vanilla spp. Preservacion.
Germoplasma. Biodiversidad.
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1 INTRODUCCION

La vainilla (V. planifolia Jacks ex Andrews), de cuyos frutos procesados se obtiene
la vainillina y cientos de compuestos, son usados como un intensificador de sabor en la
industria de alimentos, helados, perfumeria, farmacéutica, tabacaleray licores, siendo asila
mas popular en todo el mundo. Este producto, en el mercado internacional, puede alcanzar
precios entre 300 y 500 ddlares por kilogramo de vainas de vainilla beneficiada. El 95 %
de la produccion mundial de vainilla proviene de V. planifolia (Bory et al, 2008; Santillan
et al, 2019). No obstante, esta especie, asi como otras no cultivadas, estan amenazadas
o en peligro de extincion (Soto, 2006; Schliiter et al., 2007; Lubinsky et al., 2008; Grisoni
et al., 2014), a causa de: la destruccion de su habitat natural, cambio climatico, por plagas
y enfermedades, a que el productor ha ido seleccionando y conservando solo la vainilla
de interés econdmico, entre otros factores (Soto, 2006; Soto y Dressler, 2010). Asimismo,
en V. planifolia, de acuerdo con estudios previos (Soto y Dressler, 2010; Villanueva et al.,
2017; Hu et al., 2019), se menciona que la diversidad genética es muy reducida, debido a
que el cultivo siempre se ha propagado de manera asexual por esquejes que se obtienen
de las mismas plantaciones comerciales y la polinizacion se hace manualmente para
la obtencion de una cantidad adecuada de frutos. Sin embargo, existe la polinizacion
cruzada, aunque en pequeno porcentaje (1 %) de manera natural y accidental realizada
por los insectos (Soto, 1999; Hernandez et al., 2010), que han estado contribuyendo en la
variabilidad genética de esta especie, esto da la posibilidad de encontrar cuando menos
un genotipo con mejores atributos o al menos determinar los morfotipos dentro de cada
especie. Por ejemplo, en México, existen algunos tipos dentro de esta especie comercial
conocidas como “rayada” (mutante), “oreja de burro” (abortiva), “polen duro”, etc. (Castillo
y Engleman, 1993; Hernandez, et al., 2010), lo cual indica que si puede existir variabilidad
genética y quiza otros morfotipos que no se han identificado todavia. En las especies
silvestres (V. pompona, V. insignis, V. odorata y V. cribbiana) existen diferencias claras
en su fenotipo y resistencia o tolerancia a plagas, enfermedades y sequia, que pueden
ser fuentes de mejoramiento genético, de ahi la importancia de resguardarlos en un
banco de germoplasma a nivel de campo (CEIXTA) y en el laboratorio de cultivo in vitro
perteneciente al CNRG-INIFAP.

A la fecha, en nuestro pais, no se han generado o identificado genotipos con
alguna caracteristica sobresaliente, por ejemplo, en resistencia a algun factor bidtico o
abidtico, en aroma diferente, entre otros atributos de interés agroindustrial, que superen
a la que actualmente se cultiva (V. planifolia). Considerando esta situacion, asi como el

valor genético, historico, econdémico y cultural que tiene la vainilla en México, en 2017
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se establecio un banco de germoplasma de vainilla ex situ con el objetivo primordial de
rescatar, conservar y caracterizar las especies de México para evitar su extincion, y a
futuro determinar si presentan atributos interesantes en productividad, calidad de fruto,

perfil aromatico o tolerancia a factores bioticos y abioticos.

2 MATERIALES Y METODOS

El banco de germoplasma de vainilla se ubica en el CEIXTA-INIFAP (20°18 37"
N y 96°59'29” W, 92 msnm), km 4.5, carretera Martinez de la Torre-Tlapacoyan, Ver.
El CEIXTA se encuentra ubicado estratégicamente en la principal area productora de
la vainilla, conocida como Totonacapan (Veracruz y Puebla), por lo tanto, el INIFAP,
representa un importante centro de investigacion para el resguardo de la diversidad
genética del género Vanilla spp, en México. Las colectas de vainilla se realizaron en los
principales municipios productores de vainilla de los estados de Veracruz, (Papantla,
Gutiérrez Zamora, Tecolutla y Tihuatlan), Puebla (San José Acateno y Pantepec) y
Oaxaca (Valle Nacional y Usila). Las colectas se efectuaron mediante recorridos en
parcelas de los productores y se cortaron de uno a dos tramos de tallo conocidos como
esquejes (material de propagacion) de 1 m de longitud en cada sitio visitado. Como
criterio de colecta, se seleccionaron los esquejes vigorosos de 6 a 10 mm de diametro y
fisicamente sanos, es decir sin dafos visibles de plagas y enfermedades provenientes de
plantas madre productivas. Se utilizé un GPS para la determinacién de las coordenadas
geogréaficas de los sitios de colecta y se anotaron los datos (pasaporte), como fecha de
colecta, localidad, especie de vainilla y nombre del productor. Los esquejes colectados,
se trasladaron al CEIXTA para su siembra en bolsas de plastico con dimensiones de 50
x 50 x 50 cm (largo, ancho vy altura, respectivamente). El sustrato que se utilizo fue una
mezcla de lombricomposta con Cosmopeat®, en la proporcion de 2:1. Una vez enraizados
y con brote vegetativo, se plantaron en su lugar definitivo en arboles tutores vivos (caoba,
cedro y roble). También, en 2021 se llevaron siete materiales vegetativos (esquejes)
al CNRG para su conservacion in vitro de las especies de V. planifolia, V. insignis, V.
pomponay V. cribbiana. Los esquejes, se plantaron en macetas y se colocaron dentro de
un invernadero para su desarrollo y una vez que emitieron brotes nuevos, se tomaron los
meristemos apicales (explantes) para su cultivo in vitro, multiplicacion y conservacion,
bajo la modalidad de crecimiento minimo. Los explantes se sembraron en medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS, 1962) al 100% con 30 g L™ de sacarosay 9 g L de agar,
conunpHde5.7.
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3 DESCRIPCION FENOTIPICA

Se utilizd como guia los descriptores determinados por la Unién Internacional
para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPOV, 2014) y se consideraron las
caracteristicas de las hojas, flor y fruto de las diferentes especies representativas de la
diversidad genética de vainilla. Se registraron las variables color, forma y tamano de la
flor, que es el drgano que menos cambia con el ambiente y, por lo tanto, el diferenciador
entre una especie o variedad y otra. También se realizaron observaciones con respecto
a tolerancia de plagas, enfermedades y sequia, su época de floracion, calidad de fruto,
entre otros atributos. Se tomaron fotografias de las caracteristicas distintivas de cada
especie para dar a conocer a los interesados en el cultivo. La descripcion cuantitativa
se hara una vez que se tengan mas cantidad de individuos por genotipo y cuando se
establezcan en condiciones homogéneas. Para la identificacion de las especies se utilizo

como guia las caracteristicas descritas por Soto y Dressler (2010).

4 RESULTADOS Y DISCUSION

En total se han logrado conservar 119 materiales genéticos colectados entre los
afnos 2017 y 2019, correspondiente a las especies de V. planifolia, V. pompona, V. insignis,
V. cribbiana y V. odorata (Cuadro 1). Estos materiales estan siendo resguardados y

conservados en condiciones de campo en el banco de germoplasma del CEIXTA - INIFAP.

Cuadro 1. No. de colectas/accesiones del banco de germoplasma de vainilla del CEIXTA-INIFAP.

Especie Numero de colectas
Vanilla planifolia (Jacks) 78
Vanilla pompona (Shiede) 26

Vanilla odorata (C. Presl)

Vanilla insignis (Ames)

Vanilla cribbiana

Total 19

5 DESCRIPCION DE LAS ESPECIES DE VAINILLA

Vanilla planifolia. Es la especie cultivada, conocida como “mansa” o “fina” por los
productores de México. Se caracteriza por tener hojas carnosas, elipticas, lanceoladas
y de color verde. Las flores son de color verde amarillento y los frutos presentan tres
costados concavos en forma cilindrica, de color verde antes de su maduracion. Esta

especie es susceptible a las principales plagas y enfermedades (Figura 1).
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Figura 1. Flores de V. planifolia “mansa o fina”.

Vanilla pompona. Esta especie conocida como “platanillo” o “pompona” tiene un
desarrollo exuberante, tallo grueso, hojas gruesas y grandes, flor grande y muy llamativa
por su color amarillo, el fruto es triangular y suculento, parecido a un platano pequefo.
Por su vigor, resiste los dafos causados por Fusarium oxysporum fs. vanillae y a la sequia
(Figura 2).

Figura 2. Flor de V. pompona.

Vanilla odorata. Esta especie de vainilla se encuentra en forma silvestre en la
selva perennifolia o en vegetacion secundaria, en los municipios de Tuxtepec y Usila,
Oaxaca; asi como en los estados de Tabasco y Chiapas. Es una planta poco vigorosa,
se caracteriza por sus hojas angostas y alargadas, tiene de dos a tres floraciones por
ano, frutos delgados, alargados y aromaticos. La planta tiene un aspecto similar a la V.
tahitensis y no es atacada por la principal plaga conocida como chinche roja (Thentecoris
confusus) (Figura 3).
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Figura 3. Flores de V. odorata.

Vanilla insignis. Conocida en México como vainilla “cimarrona”, su planta se
caracteriza por dos acanaladuras a lo largo del tallo, el que ademas es rugoso, produce
hojas pequefas y frutos gruesos pero cortos (menores de 10 cm en longitud) e

indehiscentes, y al parecer las vainas no son aromaticas (Figura 4).

Figura 4. Flor de V. insignis.

Vanilla cribbiana. Es una planta que se distingue por tener hojas delgadas, tallo
resistente con entre nudos cortos, florece generalmente en el mes de julio, la flor es de
color amarillo intenso con aroma a citricos. Los frutos son gruesos y cortos, pero no es
aromatico. No es atacada por la chinche roja y muestra resistencia a la pudricion de raiz y

tallo, causado por F. oxysporum fs. Vanillae (Figura 5).
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Figura 5. Flores de V. cribbiana.

Conservacion in vitro. Se sembraron siete accesiones de vainilla para su
establecimiento en condiciones in vitro (Cuadro 2), de los cuales, solo tres de ellas, lograron
establecerse para su multiplicacion y conservacion en crecimiento minimo, que fueron los
siguientes: V. planifolia “rayada”, V. planifolia “oreja de burro” y V. planifolia “mansa” (Figura

6). Las restantes se contaminaron y se tendran que sembrar nuevamente.

Cuadro 2. Colectas establecidas en condiciones in vitro en el CNRG, durante 2021.

No. clave de colecta Especie y morfotipo de vainilla
01 V. pompona tipica
18 V. planifolia “mansa”
25 V. planifolia “rayada”
90 V. planifolia “mansa”
28 V. planifolia “polen duro”
73 V. planifolia “mansa”
40 V. planifolia “oreja de burro”

Figura 6. Plantulas de vainilla in vitro. 1y 2) Vanilla planifolia “rayada”. 3) Vanilla planifolia “mansa”. 4) Vanilla planifolia
“oreja de burro”.
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6 CONCLUSIONES

1. Se han logrado conservar en condiciones de campo 78 materiales genéticos
colectados entre los afos 2017 y 2019 correspondiente a V. planifoliay 41 de
otras especies no cultivadas como son V. pompona, V. insignis, V. odorata 'y V.
cribbiana. Pero solo tres colectas de V. planifolia se han logrado conservar ex
situ (in vitro) en la modalidad de crecimiento minimo.

2. Se sugiere hacer la caracterizacion molecular de las accesiones de vainilla
para conocer la diversidad genética. Con el analisis genético molecular se
ira agrupando los materiales iguales y solo se conservaran en el banco de
germoplasma los genotipos identificados como diferentes, lo cual reducira el
costo de mantenimiento al reducir el nimero de accesiones.

3. Conbase alo observado en campo, la V. pompona presenta mayor tolerancia
a los dafos por Fusarium oxysporum y a la sequia; mientras que V. cribbiana
no fue atacada por la principal plaga (chinche roja) ni por enfermedades, lo
cual, pueden ser fuentes de mejoramiento genético. Falta realizar los estudios

correspondientes para dar el soporte cientifico.
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ABSTRACT: The study was conducted in
headwater streams located in Chapada dos
Veadeiros, Goias, Brazil: Sao Bartolomeu and
Couros streams. Benthic macroinvertebrates
were collected in 2011 and 2012, during
rainy (October to December) and dry (May
and July) seasons. Eight orders of benthic
macrofauna were recorded in both streams.
Odonata had higher abundances: rio Sao
Bartolomeu ranged from 42.7 to 19.5%; rio dos
Couros from 45.4 to 28.3%. Coleoptera was
representative in the rio Sdo Bartolomeu along
the study (28.1%, dry/2011; 14.9%, rainy/2011;
11.3%, dry/2012; 15.6%, rainy/2012). Diptera
reached 24.2% in the rio dos Couros, dry/2011;
and Hemiptera had 32.5% in the rio dos
Couros, dry/2012. In relation to the EPT triad
(Ephemeroptera-Plecoptera-Trichoptera),
Plecoptera maintained reduced abundances,
with the highest value obtained in the rio Sao
Bartolomeu-dry/2012 (16.7%). High abundance
of Ephemeroptera was obtained for both
streams: in Sao Bartolomeu, it predominated in
rainy seasons (31.3%, 2011; 351%, 2012); while
in the Couros river this order was predominant
in dry seasons (26.2%-2011; 30%-2012).
Trichoptera was dominant in the dry/2012, rio
Sao Bartolomeu (59%), and predominant in the
dry/2011in the rio dos Couros (21.2%). The two
watercourses present relevant differences. Rio
dos Couros has stony sediment and rugged
terrain, with rapids and pools intercalated
along its course. Rio Sao Bartolomeu has a
sandier bed and a flatter basin. However, in
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this first survey, the streams macrofauna were similar. Natural aspects were predominant
in the benthic macrofauna structure of these streams. The vegetation cover of the basins
is well preserved, in addition to riparian forests. As the two streams had a greater number
of organisms and greater species richness in the dry season, it is presumed that the
rainfall regime was the main factor in the composition of this biota.

KEYWORDS: Benthos. Biological indicators. Pristine waters. Altitude Cerrado.

O PAPEL DA MACROFAUNA BENTONICA EM RIACHOS DE CABECEIRA, CHAPADA
DOS VEADEIROS, BRASIL CENTRAL

RESUMO: O estudo foi conduzido em riachos de cabeceiras situados na Chapada dos
Veadeiros, Goias, Brasil: rios Sdo Bartolomeu e dos Couros. Os macroinvertebrados
bentbnicos foram coletados em 2011 e 2012, nas estagdes chuvosa (outubro a dezembro)
e seca (maio e julho). Oito ordens da macrofauna benténica foram registradas nos dois
riachos. Odonata obteve maiores abundancias: rio Sdo Bartolomeu variou de 42,7 a 19,5%;
rio dos Couros de 45,4 a 28,3%. Coleoptera foi representativa no rio Sdo Bartolomeu
ao longo do estudo (28,1%, seca/2011; 14,9%, chuva/2011; 11,3%, seca/2012; 15.6%,
chuva/2012). Diptera atingiu 24,2% no rio dos Couros, seca de 2011; e Hemiptera ficou
com 32,5% no rio dos Couros, seca de 2012. Em relagéo a triade EPT (Ephemeroptera-
Plecoptera-Trichoptera), Plecoptera manteve reduzidas abundancias, com maior valor
obtido no rio Sao Bartolomeu-seca de 2012 (16,7%). Abundancia elevada de Ephemeroptera
foi obtida para os dois riachos: no Sao Bartolomeu, predominou em periodos chuvosos
(31,3%, 2011; 35,1%, 2012); ao passo que no rio dos Couros esta ordem foi predominante
nas secas (26,2%-2011; 30%-2012). Trichoptera foi dominante na seca/2012, rio Séo
Bartolomeu (59%), e predominante na seca/2011 no rio dos Couros (21,2%). Os dois
cursos dagua apresentam diferencas relevantes. Rio dos Couros possui sedimento
pedregoso e relevo acidentado, com corredeiras e piscinas intercaladas ao longo de seu
curso. Rio Sdo Bartolomeu possui leito mais arenoso e bacia mais plana. Entretanto, nesse
primeiro levantamento, a macrofauna dos rios foi semelhante. Aspectos naturais foram
preponderantes na estrutura da macrofauna bentdnica destes rios. A cobertura vegetal
das bacias esta bem preservada, além das matas riparias. Como houve para os dois rios
maior nimero de organismos e maior riqueza de espécies na seca, & de se presumir que o
regime de chuvas tenha sido o principal fator na composicao dessa biota.

PALAVRAS-CHAVE: Bentos. Indicadores bioldgicos. Aguas pristinas. Cerrado de altitude.

1INTRODUCTION

Benthic species are associated with sediments in aquatic environments. They
can colonize both, the margins and the bottom of rivers and lakes. Due to its sensitivity
to variations in environmental quality, they are often used as biological indicators in water
quality monitoring (SILVA-LEITE et al., 2021). Therefore, environmental heterogeneity is
an important element in the structure of benthic communities in aquatic ecosystems.

Benthic macroinvertebrates are composed of a wide variety of groups, which vary

in size, type of food and habitat. They are essentially composed of mollusks and immature
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stages of insects. They have a sedentary habit and a relatively long-life cycle, which makes
them very representative spatially and temporally.

Because they occur in almost all types of freshwater environments, these
organisms are very useful for efficient monitoring and evaluation of environmental impacts
and human activities (COUCEIRO et al., 2010).

Cerrado, the Brazilian savannah, is considered one of the most biodiverse and
threatened biomes in the world (OLIVEIRA & MARQUIS, 2002), and with high endemism.
Nevertheless, around 40% of academic works concerning to Cerrado’s macroinvertebrates
remain only in academic theses, and unpublished in scientific journals (PADOVESI-
FONSECA et al., 2015).

Therefore, it is of great value to carry out studies and monitoring of Cerrado waters,
paying attention to spring and headwater areas aimed at effective systemic conservation
and their biological diversity.

This work aims at presenting the benthic macroinvertebrates of Chapada dos
Veadeiros rivers, associating them with the water quality of these environments.

2 MATERIAL AND METHODS

The present study was carried out in two river basins located north of Goias,
Brazil, in a high-altitude Cerrado region of Chapada dos Veadeiros: the Rios dos Couros
and the Rio Sao Bartolomeu (Figure 1).

The headwater of the Couros River is located in the Chapada dos Veadeiros
National Park, close to Morro do Capao Grosso, 1,638m in altitude, and runs 71.5 km east
wards of the park. Sdo Bartolomeu River originates on the outskirts of the municipality
of Alto Paraiso de Goias, is 74 km long and moves easterly towards the Macacéo River.

Figure 1. Geographic location of the sampling points, Rio dos Couros (CO) and Rio Sao Bartolomeu (BA), Chapada
dos Veadeiros-GO, Brazil. Prepared by Thomas Doucen.
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The regional climate is tropical (classification’s Kdppen), with high rainfall since
November to January, with the drier period during June and August, with annual rainfall
between 1,500 and 1,750 mm.

Field expeditions were carried out in the rainy (October to December) and dry
(May and July) periods, with seven sampling points on the dos Couros River and six on
the Sao Bartolomeu River.

Figure 2. Collection of benthos in river sediment, using a sieve and type D net. Chapada dos Veadeiros, GO. Image:
Maria Julia Martins Silva.

The benthic organisms were actively collected using sieves for one hour at each
point. In the passive form, it was used a sieve with a “D” rim for benthos. Next, the substrate
was collected and fixed in 70% alcohol (Figure 2).

In the laboratory, the collected biological material was screened using sieves
with a mesh size of 119 mm and porosity of 4.5 mm. The organisms were identified using
keys from MERRITT & CUMMINS (2008) and HAMADA et al. (2019). The individuals
were identified at orders level and deposited in the Aquatic Invertebrate Collection of the
University of Brasilia (CIAg - UnB).

3 RESULTS

A total of 2,064 individuals were collected, with 1136 from the Sao Bartolomeu
River and 928 from the Couros River.

Eight orders of benthic macroinvertebrates were recorded in both rivers (Figures
3 and 4). Odonata had greater abundances throughout the study; in the Sdo Bartolomeu
River it ranged from 42.7 to 19.5%; in the Couros River it varied from 45.4 to 28.3%.
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Coleoptera was very representative in the Sdo Bartolomeu River in all collection
periods (28.1%, dry/2011; 14.9%, rainy/2011; 11.3%, dry/2012; 15.6%, rainy/2012).

Diptera ranged 24.2% in the Couros River, along the dry season/2011; and
Hemiptera accounted for 32.5% in the Couros River, in dry/2012.

Concerning to EPT (Ephemeroptera, Plecoptera and Trichoptera), Plecoptera had
reduced abundances, with the highest value obtained in the Sdo Bartolomeu River (16.7%,
dry/2012). High abundance of Ephemeroptera was obtained for both watercourses. In
the Sao Bartolomeu River, this order predominated during the rainy season (31.3%, 2011;
35.1%, 2012). In turn, in the Couros River this order was predominant in the dry season
(26.2%, 2011; 30%, 2012). Trichoptera was dominant in Sao Bartolomeu River (dry/2012,
59%), and predominant in the Couros river (dry/2011, 21.2%).

For both watercourses, organisms’ abundance and species richness were
greater in the dry season (MARTINS-SILVA et al., in prep.).

Figure 3. Benthic macroinvertebrates (orders, %) for the Sdo Bartolomeu River, for the dry and rainy periods, 2011
and 2012. Chapada dos Veadeiros, GO, Brazil.
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Figure 4. Benthic macroinvertebrates (orders, %) for the Couros River, for the dry and rainy seasons, 2011 and 2012.
Chapada dos Veadeiros, GO, Brazil.
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4 DISCUSSION

The structuring of zoobenthos in lotic environments involves biological
interactions, availability and quality of resources, type of sediment or substrate, and
current speed (ESTEVES et al., 2011). In small rivers and headwaters, showed in this study,
habitat heterogeneity is one of the driving factors in biological diversity. Heterogeneous
environments favor the colonization of high taxonomic variety as well as trophic guilds,
carnivores, herbivores, detritivores and collectors of fine particles. As an example,
FIDELIS et al. (2008) recorded differences in benthic macrofauna depending on the type
of substrate in Amazonian streams.

Differences in the participation of predators in benthos assemblages were
observed between the two watercourses. Predator species generally have broad tolerance
to environmental variations. Coleoptera, the aquatic beetles, was predominant in the Sao
Bartolomeu River, but with minimal occurrence in the Couros River. Odonata, also called
dragonflies, with their voracious predatory aquatic nymphs, was present in both streams in
the dry period of 2011. They were present in both streams in the 2011 dry period. However,
in other seasons, they were more abundant in the Couros River. In streams, Odonata
nymphs are associated with the banks, in unconsolidated sediments, leaf litter, trunks
and aquatic vegetation (BORGES et al., 2019). The third group of predators, Megaloptera,

occurred with very low abundance during the study period.
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Species more sensitive to organic pollution, not tolerant to low concentrations
of dissolved oxygen, and thus, indicators of excellent quality water, were present in
both streams. These are species that inhabit transparent, oxygenated running waters;
and, in most cases, low-order streams. These orders, Ephemeroptera, Plecoptera and
Trichoptera, the triade EPT. Ephemeroptera was the most abundant of this group.
This order is commonly recorded in preserved areas (COMPIN & CEREGHINO, 2003),
although it also has records in areas with a lower level of environmental conservation
(ROMERQO et al.,, 2013).

In turn, Trichoptera and Plecoptera were in low abundance in these watercourses,
except in the dry period/2012, in which Trichoptera was dominant. Trichoptera colonizes
sediments selectively, as the species select specific material to build their homes
(MORETTI et al., 2009). The immatures of this order act as shredders, that is, they use
fragmented plant material, both for their food and for building their shelters. Trichoptera
and Plecoptera prefer to colonize low-order streams, being very important in aquatic
trophic chains.

The order Diptera generally occurs in all waterways. However, the relative
occurrence of its specims determines the quality of the environment, since its larvae
tolerate a wide range of pollutants in the water. In turn, Hemiptera order is found in
adulthood. Hemiptera organisms are omnivorous sucking, using their mouthparts to suck
out the inside of their prey. This order occurs in pristine and little polluted environments,
preferably with prey available for food (ESTEVES et al., 2011).

In the present study, the annual dry and rainy seasons did not influence the
composition of the benthic macrofauna orders. PEREIRA et al. (2017) confirmed that the
type of substrate is one of the markers of benthos distribution, and that seasonal periods
have less influence. However, stream level fluctuations are more pronounced during
the rainy season (PIO et al., 2018). Even though eight orders of benthic organisms were
recorded in the two rivers, the diversity of species as well as the abundance of organisms
were greater during the dry period (MARTINS-SILVA et al., in prep.). A similar pattern was
observed in low-order watercourses in Brazil (PIO et al., 2020).

Previous studies carried out in Cerrado waters found that the rainfall regime is
essential in the benthic temporal variation in streams (OLIVEIRA et al., 1999; RIBEIRO &
UIEDA, 2005). Despite this, it cannot be said that there is a seasonal pattern regarding the
diversity of benthic macroinvertebrates in tropical streams. Although many studies have
found greater taxonomic richness in dry periods (BAPTISTA et al., 2001; CALLISTO et al.,
2005), other studies have not found differences between seasons (PEREIRA et al., 2017;
PIO et al., 2018).
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Headwater streams, as presented in this study, are greatly influenced by the
region’s rainfall regime, because if rain occurs at their springs, the watercourses quickly
increase their volume. These are called water balls or waterheads. During peak rainfall,
streams are very high in volume, making field collections difficult. Some groups of benthos
are carried by the current, and their habitats undergo changes, affecting their diet as well
as environmental conditions (BISPO et al., 2001).

Couros and Sao Bartolomeu streams situated in the same climatic region, with
predominant and well-preserved Cerrado vegetation. The riparian vegetation is generally
well preserved, and it is only partial in some sections. In the study region, the temporal
dynamics of these water courses is characterized by periods of flood and drought, which
can determine the structure of benthic macrofauna assemblages (LAKE, 2000).

The differences relate to the type of sediment and the topography of the relief.
Couros River has a rocky bed, with rapids interspersed with backwaters and pools along
its course. This stream crosses relief with very steep slopes, as occurs at its spring and
at Waterfall's Couros. Sao Bartolomeu River has a flatter basin and a less stony and more
clayey bed.

As similar results were obtained in the structure of benthic macroinvertebrate
assemblages in both streams, with greater abundance and taxonomic richness during
dry periods, it can be assumed that the rainfall regime in the region was the main factor
in driving the assemblages of this biota. Climatic variations can alter the structure of the
habitat and determine the colonization and establishment of benthos in lotic environments
(MELO, 2009). In rainy seasons, an increase in flow causes erosion of soil particles in
the basin, destabilizes the substrate, and reduces the number of available habitats, in
addition to causing the dragging of organisms (DUDGEON & WU, 1999; SILVEIRA et
al., 2006). Furthermore, it is during the rainy season that immature benthic organisms
undergo metamorphosis, becoming winged adults. In contrast, during the dry period
there is a decrease in water flow, which increases the stability of the substrate, and
allows the establishment of organisms in the river substrate BISPO et al., 2001; OLIVEIRA
& NESSIMIAN, 2001).

5 FINAL CONSIDERATIONS

Benthic macrofauna represents an important component of aquatic communities.
Benthic organisms are widely distributed and occur in different types of substrates.
As presented in this chapter, its distribution is influenced by several factors, such

as characteristics of habitats, river flow, rainfall regime, land use in the basins, among
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others. Changes in these characteristics, combined with changes in the use of its banks
and disposal of polluting substances, mean that benthic organisms are widely used as
bioindicators of water quality.

Studies carried out in Brazilian Savannah waters in preserved regions such
as Chapada dos Veadeiros, Brazil, are eligible tools for configuring reference areas
and directing environmental monitoring plans and structural bases for more effective

environmental protection.
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