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INTRODUGAO

A cadeia produtiva da avicultura de corte representa uma das mais importantes da agroindustria
brasileira, sendo atualmente o segundo maior produtor de carne de frango do mundo. Com empresas
de pequeno, médio e grande portes, a avicultura brasileira exporta produtos para mais de 151 paises,

e tem em sua base produtora mais de 100 mil familias integradas (ABPA,2022).

O consumo mundial de carne de frango vem mostrando crescimento nas ultimas décadas, sendo a
primeira carne mais consumida no mundo atingindo um consumo per capita 45,2 kg no ano de 2022
(ABPA,2022). Com isso, o consumidor consciente procura em supermercados e hipermercados

produtos de qualidade nutricional e sanitdria sejam resfriados, frescos ou congelados.

De acordo com a Portaria n? 763/2021 do Estado do Rio Grande do Sul, agougues sdo
estabelecimentos da rede varejista de carne, que realizam armazenamento, desossa, fracionamento
e venda de carnes e miudos de animais no préprio estabelecimento, ndo sendo permitida qualquer
atividade industrial e abate de animais. Tendo estabelecimentos que apenas realizam o recebimento
e armazenamento destas carnes e derivados embalados, sem nenhuma atividade de manipulacao

associada.

No entanto, de acordo com Portaria N2 656/2022 a qual Altera a Portaria SES n2 763/2021 é permitido
a comercializacdo de carnes de aves e derivados a granel, a pedido do consumidor, devendo ser
mantida a apresentacdo da indUstria e o armazenamento em sua embalagem original. Os produtos a
qual nas embalagens houver um prazo de validade inferior para o produto apdés a abertura da
embalagem original, o prazo devera ser respeitado, devendo ser mantido o registro da data de
abertura da embalagem. A exigéncia de barreira fisica de separacdo das carnes de aves de outros tipos
de carne, devem ser respeitados, com excec¢do de quando o balcdo expositor ou estabelecimento for

exclusivo para estes produtos.

A carne de frango, por possuir uma elevada quantidade de agua e composicdo rica em nutrientes,
torna-se suscetivel a deterioracdo por agentes microbianos. E um excelente meio de cultura para o
crescimento bacteriano, podendo assim ser relacionado a disseminacdo de microrganismos

patogénicos. Conforme o microrganismo observado no alimento, sera possivel

verificar as condigdes sanitarias que a carne foi produzida e manipulada, e identificar se houve uso

inadequado durante a producdo, processamento ou armazenamento (AGUIAR, 2017).



Com a mudanca da referida Portaria, que alterou a redac¢do da Portaria SES 736/2021, comegou uma
pressao dos donos da rede de supermercado para comercializagao do produto a granel e acerca do
tema existe alguns questionamentos sobre a manutencdo das caracteristicas organolépticas e controle
sanitario do frango a granel, quando mantido a disposicdo nos supermercados. Nesse sentido, o
presente trabalho buscou avaliar a caracteristicas sensoriais da carne de frango comercializada

resfriada e a granel, de acordo com normativa vigente.

METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido em agougue de um supermercado de Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, Brasil. O estudo foi desenvolvido em colabora¢do com funcionarios e o Médico Veterindrio RT

responsavel.

As amostras de frango utilizadas foram provenientes de uma marca comercial, ja embaladas e
devidamente inspecionadas. Para este estudo foi utilizado dez bandejas de frango acondicionados em
bandejas de média barreira com filme atdxico contendo trés peitos de frango cada uma sem pele e
sem o0sso. O peso liquido das embalagens fechadas foi em média de 720g, com data de fabricacdo
dentro do prazo de validade. O método de conservacao utilizado foi o mesmo utilizado pelo fabricante

(0 a +4 0C) e respeitando as normas exigentes.

Figura 1 - Bandeja de peito sem osso e pele de frango Dia “0”

SEMPEEl

LT N - gy

ﬂlll‘l!lll

CORTES RESFRIADOS 0
mmm%’

Fonte: Arquivo Pessoal, 2022.



Figura 2- Pesagem da bandeja de frango Dia “0”
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Fonte: Arquivo Pessoal, 2022.

Figura 3 - Verificacdo de temperatura Dia “0”

Fonte: Arquivo Pessoal, 2022.

As analises sensoriais visuais (organolépticas) foram realizadas nas amostras durante trés dias: “Dia

0”, “Dia 1” e “Dia 2” As analises foram realizadas de acordo com a percepc¢ao de aceitacdo do produto,



por quatro diferentes avaliadores treinados e sob as mesmas condicdes de luz e temperatura. Os
mesmos avaliadores foram mantidos durante todo o estudo experimental. As amostras foram

avaliadas primeiramente dentro de suas embalagens fechadas e, posteriormente, apds a abertura.

Figura 4 - Abertura da bandeja de frango “Dia 0”

Fonte: Arquivo Pessoal, 2022.

Figura 5 - Aspecto do peito de frango sem pele e sem osso no “Dia 0”
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Fonte: Arquivo Pessoal, 2022.



Foram realizadas as seguintes andlises sensoriais: aspecto macroscdépico dos cortes em termos visuais

analisando a aparéncia geral, cor, brilho, odor e exsudato.

A cor 1 foi analisada por meio da avaliacdo visual de cor da carne, utilizando a escala heddbnica
estruturada descrita por Oliveira et al. (2019), figura 6 e a cor 2 foi baseado nas orienta¢des de Peryam
& Pilgrim (1957):1-Desgostei muitissimo;2-Desgostei muito;3-Desgostei;4-Nem gostei, nem desgostei;

5- Gostei;6-Gostei muito;7-Gostei muitissimo.

Figura 6 - Escala de classificacdo das cores dos cortes de carne de frango (Cor 1)

& V&S

) & y &y y 5
L \ /-', ik‘,’*{.’ ¥ S A =
' L 4
L* 83,5 L* 54,6 L* 50,5 L* 47,2
pH 5,6 pH 5,7 pH58 pH 6,1

Fonte: Oliveira et al. (2019). Adaptada pela autora.
Padroes de cor 1 e 2 (PSE) - carne branco-cinza paélida, bastante flacida e extremamente exsudativa.
Padroes de cor 3 e 4 (NORMAL) - carne branco-rosada, firme e ndo exsudativa.
Padroes de cor 5 e 6 (DFD) - carne marrom-escura, firme e seca (ndo exsudativa)

Cada amostra foi submetida ao teste visual de aparéncia geral ainda dentro da embalagem fechada e
aberta através do uso da escala hedonica de 7 pontos. Além disso, foi solicitado a cada avaliador que
eles ordenassem as embalagens com o produto de pior aparéncia até a melhor aparéncia conforme

descrito abaixo:
Aparéncia: Escala hedbnica estruturada de 7 pontos (Peryam & Pilgrim, 2012)

» 1- Desgostei muitissimo

2 — Desgostei muito

3 — Desgostei

4 — Nem gostei, nem desgostei
5 — Gostei

6 — Gostei muito

V V V V V VY

7 — Gostei muitissimo
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Para avaliagdo do brilho foi levado em conta a presenca de pouco até muita presenca (Figura7),

utilizando escala heddnica descrita por Oliveira et al. (2019).

Figura 7 - Brilho: Escala hedonica estruturada de 7 pontos

Pouco ¢ ) P! [ ) ; ) ) Muito

Fonte: Oliveira et al. (2019)

Para avaliar o odor, foi utilizado uma escala hedonica estruturada de 5 pontos (1- Sem presenca de
odor;2-Odor normal;3-Presenca de odor levemente diferenciado;4-Presenca de odor moderadamente

diferenciado;5- Presenca de odor fortemente alterado).

O ultimo avaliador avaliava se havia a presenca ou auséncia de exsudato e media-se o volume deste

em proveta de vidro com referéncia de volume, anotando em planilha especifica.

O coeficiente de concordancia das respostas dos quatro avaliadores do painel sensorial foi calculado
por meio do coeficiente de correlacdo de kendall (procedimento corrkendall). A analise de variancia
foi realizada por estatistica ndo paramétrica (Wilcoxon) e as diferencas quando observadas foram

comparadas pelo teste de Bonferroni. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do

programa estatistico SAS ® versio Studio e, diferencas significativas foram declaradas quando P<0,05.

Figura 8 - Aspecto do frango “Dia 1”.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2022.
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Figura 9 - Coloracdo do frango na bandeja no “Dia 3”

Fonte: Arquivo Pessoal, 2022.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando a distribuicdo das caracteristicas sensoriais das 10 amostras de carne de frango no dia 0
de avaliagdo (Tabela 1) evidenciamos a baixa variagao para quase todas as respostas. Para o critério
de aparéncia geral da carne, 75% das amostras receberam nota 6 (Gostei muito) e 25% receberam

nota 7 (Gostei muitissimo).

Para a cor 1, 37,5% das amostras receberam nota 5 (Gostei) e 6 e 25% receberam nota 7 (Gostei
muitissimo). Na cor 2, 62,5% das amostras foram classificadas com nota 3 (Carne Normal), 12,5% com

nota 1 (Carne PSE) e 25% com nota 4 (Carne normal).

Para o atributo sensorial de odor exatamente metade das amostras receberam nota 2 (Odor normal)
e 0s 50% restante foram classificados com nota 3 (Presenca de odor levemente diferenciado). E, para
o brilho, 50% das amostras receberam pontuacao 5, 37,5% receberam pontuacdo 6 e 12,5% receberam

pontuagdo 7, indicando um bom brilho.

12



As propriedades sensoriais das amostras de carne foram influenciadas pelos dias de avalia¢do (P<0,05;
Tabela 2). A cada um dia da carne exposta na embalagem aberta observou-se uma redugdo de 0,10
pontos na aparéncia geral e no brilho (P<0,05), de 0,09 pontos na cor 1 e no odor (P<0,05), de 0,14

pontos na aparéncia geral da embalagem aberta (P<0,05).

Tabela 2 - Propriedades sensoriais de carne frango de acordo com os dias de avaliagao.

Dias
Propriedades EPM!* p#*

0 1 2
Aparéncia geral 6.,06a 4.72b 3.06¢ 0.14 =0.01
Cor 1 5.69a 472b 3.23¢ 0.14 =<0,01
Cor 2 1.62b 2.35ab 2.50a 0.13 0.02
Odor 5.94a 3.99b 3.05¢ 0.16 =0,01
Brilho 5.62a 4 89b 3.02¢ 0.13 =001

'EPM = Erro Padrdo da Média; *Probabilidade pelo teste de Wilcoxon.

As notas atribuidas as propriedades sensoriais aparéncia geral, cor, odor e brilho foram mais baixas no
segundo de avaliacdo em relag¢do ao dia 0 (P<0,05). No “Dia 0”, obteve-se o peso médio de 726g e a
guantidade de 5,2ml de exsudato. No “Dia 1”, verificou-se que o peso médio do frango na bandeja foi
de 716g, exsudato 4,8ml. No “Dia 2”, houve diminuicdo do peso para 712g e exsudato ficou na

contagem de 4,2ml.

A decisdo de compra do consumidor com um produto geralmente é com a apresentagdo visual, onde
se destacam a cor e a aparéncia. Por outro lado, a maior parte das carnes produzidas no pais sao
comercializadas resfriadas e apesar dos grandes esforcos realizados pelas industrias nas etapas de
abate e em operacdes posteriores para garantir a seguranca desse alimento, os fatores intrinsecos
como composicdao quimica e seu grande conteddo de 4gua, constitui como substrato para grande
variedade de microrganismos deteriorantes, o que a torna um alimento bastante perecivel e
susceptivel as alteragGes quimicas, fisicas ou bioldgicas, o que provoca aumento no desperdicio em
funcdo do curto periodo de vida de prateleira (Ordofiez ,2005; Bolumar et al., 2014). Desta forma, as

industria e comércio de uma maneira geral enfrentam um grande desafio pois sao alimentos
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altamente dependentes da temperatura de refrigeracdo e materiais de embalagens para garantir a

qualidade das carnes durante o armazenamento e shelf life.

CONCLUSAO

Foi possivel concluir com este estudo que a comercializagdo da carne de frango na modalidade a
granel, permitida apds a alteracdo da Portaria SES nimero 763/2021/RS, conforme metodologia
utilizada, mesmo que ainda apresentando resultados parciais para uma conclusao cientifica, indica
gue as propriedades sensoriais das amostras de carne de frango expostas a granel, mantida em sua
embalagem primaria e refrigeradas entre 0 a +4 OC apresentam uma diminuicdo em suas
caracteristicas organoléticas gerais, o que poderd causar rejeicdao no consumidor e acarretar prejuizos
econdmicos ao comerciantes. Sugere-se também que mais estudos sejam realizados para avaliar a
presenca de microrganismos deteriorantes e patogénicos para garantir a inocuidade deste alimento

ao consumidor final.
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INTRODUGAO

A producgao de leite no Brasil representa uma importante atividade socioecon6mica. Ataulmente, é o
terceiro maior produtor mundial de leite, com mais de 34 bilhdes de litros por ano, com produgao em
98% dos municipios brasileiros, tendo a predominancia de pequenas e médias propriedades,
empregando perto de 4 milhdes de pessoas. O pais conta com mais de 1 milhdo de propriedades
produtoras de leite e as proje¢des do agronegdcio da Secretaria de Politica Agricola, estimam que,
para 2030, irdo permanecer os produtores mais eficientes, que se adaptarem a nova realidade de

adocdo de tecnologia, melhorias na gestao e maior eficiéncia técnica e econémica (BRASIL, 2023).

Diante desse cendrio se faz necessdrio a implantacdo de agbes publicas e privadas para producdo de
um alimento seguro por produtores e laticinios (SANTOS et al.,, 2021). A crescente exigéncia na
melhora da qualidade higiénico-sanitaria de matéria prima visa garantir a seguranca do produto que
é entregue a populacdo, assim como aumentar a competitividade entre produtos lacteos de qualidade

no mercado (GUTH, 2022).

Fatores como estado sanitario e manejo do rebanho, local de ordenha, armazenamento e transporte
impactam na qualidade do leite cru. Estudos relatam que algumas regides do pais apresentam
problemas nos parametros de qualidade, podendo o produto ser carreador de microrganismos
patogénicos e deterioradores, adquiridos durante as etapas da cadeia de produgdo (ULISSES, 2022).
Mediante aisso, a IN n2 76 de 26 de novembro de 2018 foi criada para regular os parametros higiénico-
sanitdrios e classificagdo em diferentes tipos, conforme a qualidade, manipula¢dao, armazenamento e
comercializacdo do leite, impactando positivamente no mercado nacional e internacional (ESPINDOLA

et al., 2020).

Em funcdo das caracteristicas bioquimicas e fisicas e por ser um alimento rico em nutrientes, o leite é
considerado um substrato ideal para a proliferacdo de microrganismos (TRONCO, 2008). Conforme
Fonseca e Santos (2007), o leite cru deve apresentar baixa carga bacteriana, auséncia de
microrganismos patogénicos, reduzida contagem de células somaticas e auséncia de residuos de
substancias quimicas. A qualidade microbiolégica do leite cru é um indicador higiénico-sanitario de
exigéncia crescente e visa promover a melhoria da qualidade da matéria prima e seus derivados
(GUTH, 2022). Segundo Franco (2008), como forma de monitorar a seguranca do processamento e
fatores relacionados a possivel presenca de microrganismos patogénicos e deteriorantes, a industria

de alimentos realiza a determinagdo de microrganismos indicadores de qualidade. Sao apontados
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como indicadores de condi¢Bes higiénico sanitdrias coliformes totais, coliformes termotolerantes,
enterococos e enterobactérias totais. Como indicadores de condi¢des de deterioragdo e de condigao
ambiental, sdo observados microrganismos aerdbios mesdfilos, psicotrdpicos, termoéfilos, bolores e

leveduras.

Visando a destruicao da microbiota patogénica e deteriorante, o leite cru deve passar por tratamentos
térmicos para originar o leite UHT ou longa vida. Na pasteurizacdo, o produto é submetido a uma
temperatura de 72 a 75°C por um periodo de 15 a 20 segundos e imediatamente resfriado, a no
maximo 42C, sem causar alteracbes em sua constituicdo fisica, equilibrio quimico, composicao
nutricional e caracteristicas sensoriais. A qualidade do leite cru, o rigor no tratamento térmico, a
contaminacdo pds-pasteurizacdo e a temperatura de estocagem sao fatores que afetam a qualidade
do leite pasteurizado (PADILHA et al,. 1999). O processo UHT, por sua vez, consiste na elevagao da
temperatura do leite entre 130 e 150°C, por 2 a 4 segundos, mediante fluxo continuo, e resfriamento
imediato a temperatura inferior a 322 C. O envase deve ocorrer sob condi¢Ges assépticas, em

embalagens esterilizadas e hermeticamente fechadas (BRASIL, 1996).

Além do processo térmico empregado no beneficiamento do leite cru para reducdo de
microrganismos, a tecnologia da bactofugacao tem sido utilizada como forma adjuvante. O processo
de bactofugacdo ou Sistema Ultra Fresh®, como também é conhecido, consiste na centrifugacdo do
leite em alta rotagao, visando reduzir o nimero primario de microrganismos ativos, esporulados e
células somaticas presentes no leite cru (TETRA PACK, 2004). A bactofugacdo deve ser realizada apds
0 pré-aquecimento da matéria prima, em uma temperatura ideal de 55 a 602C, antecedendo a
pasteurizacdo. Este processo mecanico acarreta na melhora da qualidade do leite UHT e prolonga sua

vida util de prateleira, assim como de seus derivados (JURAGA et al,. 2021).

O processo mecanico de bactofugacdo é uma das tecnologias utilizadas para a remocao efetiva de
bactérias, esporos e células somaticas do leite (GRAVE, 2011). Apesar da bactofugacdo ndo ser um
requisito obrigatério do beneficiamento do leite por legislacdo, mas é um fator que agrega qualidade
ao produto e estende seu tempo de vida de prateleira. Além disso, os laticinios devem ter previstas e
descritas no Programas de Autocrocole (PAC) as andlises microbiolégicas do leite cru refrigerado,
visando quantificar o nUmero de microrganismos viaveis e determinar o nivel higiénico-sanitario desde

a coleta no campo, transporte e armazenamento.

Objetivou-se com este estudo verificar a eficiéncia do uso da técnica de bactofugacdo para eliminagdo

de microrganismos aerdbios mesofilos, esporos mesoéfilos e Enterobacteriaceae no leite e identificar a
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eficiéncia da utilizacdo do processo de bactofugacdo dentro do laticinio, visto que a técnica apresenta

elevado custo de implementa¢ao e manutengao dentro da empresa.

METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada durante o estagio curricular supervisonado em um laticinio localizado no Rio
Grande do Sul,Brasil. Foi realizado coletas de amostras de leite cru no silo de recepgao, coleta na
entrada e saida da bactofuga e coleta na saida do pasteurizador. Foram feitas 15 coletas de cada local,
entre o periodo de marco a maio de 2022, seguindo o fluxograma de producdo do leite UHT, da
entrada no laticinio até a saida do processo de pasteurizacdo. As coletas e andlises ocorreram no

periodo noturno, entre 22 e 6 horas, devido a rotina do laboratério de microbiologia da indUstria.

Para analise microbioldgica do leite cru foi realizada a contagem de microrganismos anaerdbios
mesofilos e esporos mesofilos. A analise do leite cru tem como objetivo quantificar o numero de
microrganismos viaveis, determinando o nivel higiénico-sanitdrio desde a coleta da matéria prima no
campo, transporte e armazenamento. Para analise do leite na entrada e saida da bactofuga e saida do
pasteurizador foi incluida a contagem de Enterobacteriaceae. Os meios de cultura e diluicdes

utilizadas, assim como periodo e temperatura de incubacao sdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Tabela demonstrativa dos pontos coleta do leite cru para contagem de microrganismos,

com descricdo de dilui¢cdes, meios de cultura, periodo e temperatura de incubacgao.

Diluicio da
Local de Contagem de amosira em  \leios de Periodo de Temperatura
Coleta Microrganismos ﬂgll? a cultura Incubacio  de Incubagio
peptonada .
0.1% utilizados
Leite Cru no |Aerdbios Mesofilos 10~ PCA 48 horas 35°C
silo de .
recepcio Esporos Mesofilos 10~ PCA 48 horas 35°C
. Aerdbios Mesofilos 10~ PCA 48 horas 35°C
Leite mna
enfrada € Esporos Mesofilos 10 PCA 48 horas 35°C
saida  da
bactofuga | Epierobacteriaceae 10- Petrifilm 24 horas 35°C
Aerdbios Mesofilos 10~ PCA 48 horas 35°C
Leite na saida .
do Esporos Mesofilos 10~ PCA 48 horas 35°C
pasteurizador o
Enterobacteriaceae 10- Petrifilm 24 horas 35°C

Fonte: Autora, 2022.
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Para contagem de microrganismos aerdébios mesoéfilos, eram realizadas as diluicbes decimais
utilizando dgua peptonada esterilizada 0,1%. De cada diluicao, era depositado 1 mL da amostra no
fundo de placas de Petri e posteriormente adicionado o meio de cultura PCA fundido. Apds
homogeneizagao e solidificagdo em temperatura ambiente, as placas eram incubadas. Para contagem
de esporos mesofilos as amostras de leite eram submetidas ao aquecimento de 80°C por 10 minutos
e posteriormente resfriadas entre 5 e 10°C. O choque térmico tem como objetivo destruir células
vegetativas e esporulagdao de bactérias com tal capacidade (FRANK et al., 1992). Apds diluicdo, a
semeadura seguia o mesmo procedimento que para a contagem de aerdbios meséfilos. Para a
contagem de Enterobacteriaceae, por sua vez, era acrescentado 1mL da amostra diluida em uma placa

de PetrifilmTM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As contagens foram realizadas segundo técnica padrdao, em um contador de col6nias. Os resultados

foram expressos em UFC/mL.

Apods realizada contagem de UFC de microrganismos foi possivel obter resultados para avaliacdo do
processo de bactofugacao dentro da industria. Os resultados minimos, médios e maximos das
populacdes de microrganismos aerdbios meséfilos, esporos mesofilos e Enterobacteriaceae foram
expressos na Tabela 5, conforme o local da coleta do leite. As Figuras 1, 2 e 3 apresentam graficos
demonstrativos e comparativos das coletas realizadas antes e apds a bactofugacdo, conforme

microrganismo analisado.

A quantidade de aerdbios mesdfilos variou de 2,7x104 a 7,0x105 UFC/mL na entrada da bactofuga e
del,0x104 e 1,2x105 UFC/mL na saida, observando-se uma reducdo média de 76%. Os aerdbios
mesofilos compreendem o grupo de bactérias que possuem temperatura étima de multiplicacdo entre
20 e 40°C e sdo responsaveis pela formacdo de acido latico e outros acidos organicos, através da
fermentacdo da lactose. A refrigeracdo do leite permite que o desenvolvimento de meséfilos ndo seja

favorecido (PAULO et al., 2021).

A presenca de esporos mesofilos, oscilou de 1,0x102 a 2,0x103 UFC/mL e de 2,0x101 a 1,1x103 UFC/mL
na entrada e saida do processo de bactofugacdo, respectivamente. Verificou-se uma reducdo na média
de 57% de esporos mesofilos entre a entrada e saida da bactofuga. Os esporos mesofilos sao
microrganismos que sobrevivem ao ambiente por muito tempo, podendo ser resistentes até mesmo

ao processo UHT, contribuindo para a perda de qualidade de produtos lacteos (PAULO et al., 2021).
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Os géneros Bacillus e Clostridium sdo considerados os mais importantes contaminantes do leite cru,

tendo a presenca associada a falta de higiene na producao leiteira (BARRQOS, 2006).

Para Enterobacteriaceae, por sua vez, os resultados variaram de 7,7x102 a 2,3x104 UFC/mL e 2,8x102
a 6,8x103 UFC/mL na entrada e saida da bactofuga, respectivamente, representando redugdo de 75%
entre as médias. A familia Enterobacteriaceae é encontrada no trato gastrointestinal de animais ou
livre no ambiente e é composta por bactérias Gram negativas, aerdbias facultativas. A acdo destes
microrganismos esta ligada a fermentagcdo da glicose. Englobam os coliformes totais e
termotolerantes, que sdo utilizados como indicadores de qualidade higiénico- sanitdria, sendo muitos

deles patogénicos a saude humana (FERRAZ, 2009).

Um estudo realizado por Francisco (2019) demonstrou que o processo de bactofugacdo apresentou
eficiéncia na reducdo de microrganismos esporulados e de interesses lacteos, diminuindo os
resultados em 2 a 4 ciclos. Conforme resultados obtidos por Grave (2011), o leite UHT bactofugado
apresentou melhor qualidade microbiolégica em relacdo ao leite UHT que nao foi submetido ao

processo.

Tabela 2 - Resultados minimos, maximos e médios de UFC de microrganismos aerdbios meséfilos,

esporos mesofilos e Enterobacteriaceae, conforme ponto de coleta do leite.

Populacdes de Microrganismos

Amostras Aerabios Mesafilos Esporos Mesdfilos UFC/mL  Enterobacteriaceae
UFC/mL UFC/mL

Mimm Media Maxmmo Mimmmo Media Maximo Mimmmo Media  Maximo
o

?ﬂ;’dﬂ‘ﬂte 3,8x10* 45110 18x10° 10x10° 292x10° 6,0x10? - - .

“ 5

Entradada ) 10t 66x10 7.0x10° 1,0x10° 410X10 20x10°  7.7x10° 6,84x10° 2,3x10°
Bactofuga =/ %0 2UOX s ’ 2 - X At
Saida da

1.0x10* 644x10 12x10° 20x10' 1.78x10% 1.1x10° 2.8x10% 1.75x10° 6.8x10°
Bactofuga 1

Saida do
Pasteurizado
.

3.0x10' 1.58x10 6.9x10° 2.0x10' 141x10% 63x10° <1.0X10 <1.0X10 <1.0X10
3 o 0 0

Fonte: Autora, 2022.
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Figura 1 - Grafico de avaliagao de microrganismos aerdbios meséfilos na entrada e saida da

UFC/imL

bactofuga.
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Fonte: Autora, 2022.

Figura 2 - Grafico de avaliacdo de esporos meséfilos na entrada e saida da bactofuga.

UFC/mL

2,00E+03
1,50E+03
1,00E+03
5,00E+02

0,00E+00
P P T S A P e
RPN ) SR S S S SO I S S

Coletas
B Entrada da bactofuga [ Saida da bactofuga

Fonte: Autora, 2022.

22



Figura 3 - Grafico de avaliacdo de Enterobacteriaceae na entrada e saida da bactofuga.
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Fonte: Autora, 2022.

A IN n° 76 (BRASIL, 2018) estabelece que leite cru refrigerado deve apresentar limite maximo de até
900.000 UFC/mL na Contagem Padrdo em Placa (CPP) antes do seu processamento no
estabelecimento beneficiador. As analises realizadas também permitiram avaliar que o leite utilizado
pela industria apresenta boa qualidade microbioldgica, visto que os resultados obtidos atendem a

legislagao.

CONCLUSAO

O processo de bactofugagcao no laticinio demonstrou eficiéncia para a redugdo da quantidade de
microrganismos analisados, e de forma mais expressiva, a reducdo de aerdbios mesodfilos e
Enterobacteriaceae. Os resultados obtidos corroboram com dados encontrados na literatura. E
importante salientar que a remocdo parcial de microrganismos do leite depende diretamente da
gualidade da matéria prima adquirida. Conclui-se que seu emprego na industria seja utilizado como

forma de aumentar a qualidade do leite e seus derivados.
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Resumo do caso: Paciente, 53 anos, com diagndstico hd 6 meses de Mieloma Multiplo e suspeita
diagndstica de Esclerose Sistémica. Realizava ha 4 meses tratamento medicamentoso com
glicocorticéides para artralgia, provavelmente secunddria a Esclerose Sistémica. Foi admitido em
Unidade de Pronto Atendimento em crise hipertensiva e com piora importante da fungdo renal,
sugerindo-se Crise Renal Esclerodérmica, a qual apresentou necessidade de didlise e outras

complicacoes devido ao descontrole pressérico.
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INTRODUGAO

A crise renal esclerodérmica é definida como insuficiéncia renal rapidamente progressiva
acompanhada ou ndo de hipertensao maligna de inicio recente durante o curso da Esclerose Sistémica,
ocorrendo em 15 a 20% dos pacientes com a forma cutanea difusa da doenga, sobretudo nos primeiros
cinco anos do diagndstico 2. A CRE é uma complicagdo incomum, mas entre 20 e 30% dos pacientes
ndo recuperam a funcdo renal. >*°. Além disso, a Esclerose Sistémica pode ocorrer em superposi¢do a
outras doencas reumaticas tais como Artrite Reumatoide, Sindrome de Sjogren e LUpus Eritematoso
Sistémico®. Além disso, associa-se a tumores sélidos como pulm&o, mama e reto, porém poucos casos
relatados na literatura correlacionaram-se a coexisténcia com Mieloma Multiplo. Apresentamos,
portanto, um relato de caso de paciente, 53 anos, previamente acometido de Mieloma Multiplo e que

evoluiu 6 meses apos esse diagndstico com crise renal esclerodérmica.

RELATO DO CASO

Paciente do sexo masculino, 53 anos, em acompanhamento ambulatorial de Hematologia do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB) devido a Mieloma Muiltiplo, diagnosticado em Junho de 2021 na forma
assintomatica da doenca. Iniciou dois meses apds o diagndstico de Mieloma, quadro de espessamento
cutaneo difuso, mais proeminente em regido das maos, bracos, pernas e pés, estendendo-se
proximalmente as metacarpofalangianas, associado mancha hipocrémica em sal e pimenta presentes
em regido dorsal de braco, antebraco, tronco e coxas, além de artralgia difusa de moderada
intensidade. Negava telangiectasias ou Fendmeno de Raynaud. Foi aventada a hipdtese em consulta
ambulatorial com reumatologista particular de Esclerose Sistémica e solicitada, na ocasido, o fator anti
nucleotideo (FAN), reagente 1/160, padrdo nucleolar pontilhado, além dos anticorpos anti CCP, anti
DNA, anti RO, anti LA, anti SM e anti Centromero, todos ndo reagentes. Sorologias virais com anti HCV,
HBsAg, Anti HBs, Anti HIV também estavam ndo reagentes. Iniciado tratamento para as queixas de
artralgia Metotrexato na dose de 15mg/dia, associado a Acido Félico 5mg/dia e Prednisona 15mg/dia.
Paciente evoluiu com melhora dos sintomas articulares, porém sem resposta clinica para as queixas
dermatoldgicas. Apds 4 meses com esse esquema terapéutico, o paciente foi admitido no Centro de
Pronto Atendimento (CPA) do HUB com quadro de Insuficiéncia Renal Aguda e Hipertensao Arterial
Sistémica. Na avaliacdo inicial, o paciente queixava-se de cefaléia em regido nucal, nduseas e vomitos,
reducdo da acuidade visual bilateralmente e diminuicdo da diurese. Ao exame fisico apresentava
pressao arterial de 190x130 mmhg, demais sinais vitais estaveis; exame dos aparelhos cardiaco,

respiratorio e abdominal sem alteracGes; presenca alteracbes dermatoldgicas conforme descrito
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acima, porém com piora progressiva, mais proeminentemente, da esclerodactilia. Nos exames
laboratoriais, a fungao renal admissional apresentava Ureia de 163, Creatinina de 7.0, valor basal em
outubro de 2015 de 0.8, sem disturbios hidroeletroliticos e hemograma sem alteragdes. Iniciou-se o
tratamento com Captopril por via oral na dose de 200mg/dia e, em conjunto com a Nefrologia, 3 dias
apods a admissao, iniciou-se sessdes de hemodidlise em razdo de piora das escérias nitrogenadas e
anduria. O paciente ndo apresentou melhora dos niveis presséricos com a monoterapia com Captopril,
mesmo com aumentos progressivos de dose. Houve necessidade de associagdo de outros anti-
hipertensivos para se atingir a normotensao, o que aconteceu apdés 9 dias da admissdao, momento em
que utilizava Captopril em dose maxima, 450 mg/dia, associado a Hidralazina 150mg/dia e Anlodipino
10mg/dia. Para as queixas visuais foi realizada fundoscopia cujos achados revelavam exsudatos
algodonosos e edema macular bilateral, com programacao para infiltracdo de prednisolona intra vitrea
e posterior fotocoagulacdo com laser argdnio em ambos os olhos, em conjunto com a Oftalmologia do
HUB. Realizou ainda ultrassonografia renal, que revelou aumento difuso da ecogenicidade da camada
cortical renal bilateral, inferindo-se nefropatia parenquimatosa. Manteve-se internado em leito de
enfermaria da Nefrologia em sessGes de hemodialise com programacao de realizar bidpsia renal. Seria
submetido a quimioterapia por Ciclofosfamida em conjunto com o servico de Reumatologia apds a
bidpsia renal, porém no dia 15/01/22 paciente veio a 6bito devido a choque séptico de foco

pulmonar.

DISCUSSAO DO CASO

A associacdo de Mieloma Multiplo e Esclerose Sistémica (ES) é rara, Gupta R et al. 7 cita 13 casos
relatados na literatura médica. Quando observamos o percentual de casos de ES que evoluem para
Crise Renal Esclerodérmica, cerca de 10% dos casos presentes na forma cutanea difusa da doenga, que
é de aproximadamente 15 a 20% dos casos totais de ES, essa associacao fica ainda mais rara de ser
observada na pratica diaria. O paciente em questdo apresentava portanto ambos os critérios

diagnésticos atendidos, tanto para Mieloma Multiplo, quanto para Crise Renal Esclerodérmica.

Dentre os critérios diagndsticos de Mieloma Multiplo, o paciente apresentava hipercalcemia de 13.9
g/dl, 2.9g/dl acima do valor de referéncia e insuficiéncia renal aguda com necessidade dialitica por
uremia e anuria, ausentes no momento do diagndstico, mas presentes durante a evolugdo clinica na
internacdo no Centro de Pronto Atendimento (CPA) do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Na
investigacdo laboratorial, havia presenca de pico monoclonal de proteinas Gama de 3.0g/dl em

eletroforese de proteinas, além de presenca de proteinas monoclonais IgG/Lambda em imunofixagdo
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sérica e presenca de proteinas de cadeias leve lambda em imunofixacdo de proteinas urindrias. Por
fim, Free Light Chain apresentava resultados de pico de proteinas kappa de 26,8, Lambda 52,2 e
relacdo kappa/lambda de 0,513. Ao Mielograma havia presenca de 10,8 % de plasmdcitos. Portanto,
nao ha duvidas de que havia o diagndstico de mieloma multiplo, por mais que no momento do
diagndstico ndo houvesse as apresentagdes tipicas da doenga tais como hipercalcemia, anemia e
insuficiéncia renal aguda, as quais vieram a surgir durante a internacao por crise renal esclerodérmica.
Ndo havia documentagdo de presenca de lesdes osteoliticas. No quesito da insuficiéncia renal, temos
dois possiveis diagndsticos que poderiam explica-la, o Mieloma Multiplo e também a Crise Renal

Esclerodérmica (CRE).

No que diz respeito aos critérios diagndsticos de Esclerose Sistémica (ES), o paciente apresentava
alteragGes cutaneas compativeis com os achados clinicos da doenga, além de queixas articulares. A
epidemiologia também é favoravel para ES, adulto de meia idade, entre 30 e 50 anos. Os exames
laboratoriais corroboram com essa hipotese, em que o Fator Anti Nucleotideo (FAN) reagente em
1/160 com padrdo nucleolar pontilhado fino possa sugerir a presenca da ES, sobretudo se houvesse o
refinamento com positividade para anti RNA Polimerase |, que ao nosso ver, falaria ainda mais a favor
da associacdo com a possibilidade da CRE, no entanto esse exame ndo foi realizado durante a
internacao até a data do dbito. Os demais exames laboratoriais com os anticorpos ndo reagentes e as
sorologias virais negativas corroboram para afastar possiveis causas secundarias para as alteragdes

clinicas presentes no caso.

O tratamento instituido para as queixas articulares apresentou resposta clinica satisfatéria para o
paciente. No entanto, contando que o padrdo de FAN nucleolar pontilhado fino aventa a possibilidade
da presenca do auto anticorpo anti Polimerase |, que por sua vez aumenta a chance da associacao da
ES com CRE, poderia-se ter evitado o uso prolongado da corticoterapia com prednisona, em que doses
acima de 15mg por dia podem ser causa para CRE. Ao nosso ver, essa foi a principal hipdtese etioldgica
para evolucdo da CRE. Quanto ao tratamento da CRE, evidencia-se que os inibidores da conversao da
angiotensina Il de acdo rapida, como o captopril, sdo a primeira linha de tratamento para a hipertensao
arterial sistémica caracteristica desse quadro clinico. Em relatos de casos anteriores, a exemplo do
Jaeger et. al?>, a normotensdo foi atingida com trés dias de tratamento na dose usual de captopril,
200mg/dia, porém neste presente estudo, isso somente ocorreu no nono dia de tratamento e com a
dose maxima dessa medicacdo e em associacdo a outros anti-hipertensivos, o que evidenciou

progndstico desfavoravel da CRE neste caso em especifico. O descontrole pressdrico, ainda, é a
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principal razdo para as alteracdes presentes na fundoscopia, as quais sugerem lesdes isquémicas
cronicas. A programacado da Ciclofosfamida estaria respaldada na literatura médica, porém a infusao
ndo foi possivel devido ao ébito por choque séptico de foco pulmonar, possivel em pacientes

internados em ambiente hospitalar.

CONCLUSAO

Apresentamos um relato de caso em que houve a concomitancia entre os diagndsticos de Mieloma
Mudltiplo e Crise Renal Esclerodérmica, associacdo infrequente na pratica clinica. Essa raridade pode

ter contribuido para evolugdo clinica desfavoravel do quadro.
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QUIMICAS DA CELULOSE BACTERIANA
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Resumo: A celulose bacteriana (CB) é um polimero sintetizado de forma pura por microrganismos.
Tem alta resisténcia a tracao e rede nanofibrilar tridimensional. Também, é biodegradavel e renovavel,
em detrimento disso, tem uma vasta abrangéncia em dominios tecnolégicos, como embalagens,
membranas de filtro, cosméticos, téxteis, medicina e outros. No que tange a questdes econOmicas, o
uso de residuos agroindustriais como fonte alternativa de carbono e nitrogénio seria um bom ponto
de vista, pois também pode melhorar o rendimento da producdo da celulose e reduzir a poluicdo
ambiental, diminuindo o descarte de residuos industriais. Nesse projeto, os meios de produgao
utilizados foram o Hestrin-Schramm (HS), e, meios alternativos a base de tomate (T). Os experimentos
foram realizados a 30 °C durante 14 dias, em quadruplicata. O rendimento e a Capacidade de Reten¢ao
de Agua (CRA) das membranas foram calculados. Este estudo visa diferentes formas de producio da
celulose microbiana com residuos alternativos para a obtencdo de um material biotecnoldgico

econdmico com aplicacdes em variados segmentos da industria.

Palavras-chave: Biocelulose; Nanocelulose; Tomate.
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INTRODUGAO

A celulose é um polimero natural produzido em sua maioria por plantas. No entanto, com o
crescimento da producdo dos seus derivados, tem aumentado o consumo de madeira como matéria-
prima, causando problemas ambientais mundialmente, levando a busca por novas praticas de
producdo (SILVA et al. 2021). Esse biopolimero pode ser produzido também por diferentes
microrganismos sozinhos ou em conjunto com outros. Dentre os varios tipos de bactérias que podem
ser utilizadas como produtores, se destacam as pertencentes aos géneros Acetobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Escherichia, Komagataeibacter, Pseudomonas e Sarcina (SILVA et al.,

2021).

A celulose bacteriana (CB) é considerada de alta pureza por ndo possuir componentes como a lignina
e a hemicelulose. Devido a sua rede nanofibrilar tridimensional (3D), apresenta alta resisténcia a
tracdo e cerca de 99% de capacidade de absorcdo de dgua. A biocelulose também é biodegradavel e
renovavel, resultando em uma ampla possibilidade de aplicagdes em varios dominios tecnoldgicos,
tais como embalagens, membranas filtrantes, cosméticos, téxteis e na medicina (AMORIM et al.,
2020). No entanto, a possibilidade de industrializacdo e comercializacdo em larga escala continua

sendo um desafio, devido ao processo de fermentagdo possuir alto custo (HUSSAIN et al., 2019).

O meio de cultura padrdao estabelecido para producdao e manutencdo do polimero é o Hestrin-
Schramm (HS) (1954). Pesquisas vém se concentrando em tentar produzir a CB de uma forma menos
onerosa, utilizando diferentes fontes de carbono e nitrogénio provenientes de residuos
agroindustriais. Assim, a CB produzida nestes meios modificados resulta em um produto de alto valor

agregado (COSTA et al., 2018).

A producdo de CB a partir de subprodutos agricolas e industriais, incluindo residuos alimentares
(Nascimento et al., 2022), de frutas (AMORIM et al., 2019) e do milho (GALDINO et al., 2020), foram
demonstradas. Com isso, além de melhorar o rendimento da producdo, também é reduzida a poluicao

ambiental associada ao descarte de tais residuos (COSTA et al., 2017).

Neste trabalho, a CB foi produzida em meio HS, e em meio alternativo a base de tomate in natura.
Junto com o processo produtivo, foram avaliados os rendimentos e a capacidade de retencdo de 4dgua
das membranas produzidas. Ao final deste estudo, pretende-se mostrar o descobrimento de formas

alternativas de producdo de celulose microbiana com residuos industriais, visando a obtencdo novos
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materiais biotecnolégicos com diferentes propriedades a serem aplicadas em diversos segmentos da

industria.
METODOLOGIA

MICRORGANISMO PRODUTOR DE CB, MEIOS DE PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DAS
MEMBRANAS

Foi utilizada a bactéria Komagataeibacter hansenii UCP1619, da Universidade Catdlica de
Pernambuco. Mantida em meio HS (20,00 g/L de glicose, 5,00 g/L peptona, 5,00 g/L extrato de
levedura, 1,15 g/L de &cido citrico e 2,70 g/L de fosfato de dissédico, pH 6) sob refrigeracdo a 4°C
(HESTRIN; SCHRAMM, 1954).

Os pré-indculos foram preparados a partir do crescimento dos microrganismos a 30 °C durante 48 h.
O inéculo da K. hansenii foi preparado através da transferéncia de 3% pré-indculo em meio HS aos
meios de producdo liquidos. Os meios alternativos foram realizados pelo suco de tomate (Solanum
lycopersicum) na concentracao de 2 tomates maduros e 50mL de agua. A producdo das membranas
foi feita estaticamente a 30°C durante 14 dias. Todos os experimentos foram feitos em quadruplicata.
As membranas foram pesadas, e os rendimentos de produgdo por volume de meio de cultura (g/L) em

peso seco e Umido foram determinados.

Para a determinacdo da Capacidade de Retencdo de Agua (CRA), as membranas de CB Umidas foram
pesadas e secas em estufa de fluxo de ar, a 40°C, até a liberagdo total da dgua retida e obtencgao de

peso constante. A CRA (%) foi entdo determinada por meio da equacdo. CRA% =

(Massa CB hidratada — Massa CB seca
Massa CB hidratada

) x 100%

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 descreve o meio alternativo de tomate (T) e os meios suplementados com glicose (TG) e a
da milhocina (TM) e o baseado partir do meio Hestrin-Schramm (HS) padrao (THS), utilizados para a

obtencdao das membranas de celulose.
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Tabela 1. Meios de producado e seus componentes

Meios de Cultura

Componentes

T TG THS ™ HS
Tomate (L) 0,10 0,10 0,10 0,10 -
Milhocina (g) - - - 0,75 -
Glicose (g) - 6,00 6,00 - 6,00
Peptona () - - 1,50 - 1,50
Extrato de levedura (g) - - 1,50 - 1,50
Fosfato dissodico (g) - - 0,80 - 0,80
Acido citrico (g) - - 0,30 - 0,30
Capacidade de retencdo de agua (%) | 96,56 95,98 94,07 96,31 98,68
Rendimento médio (g/L) 26‘,1381 56?201 56(,)3701 Zglloi 2(';,3201

As membranas produzidas a partir do meio de tomate apresentaram rendimentos de massa seca

préximos ao HS padrdo. No caso do meio de tomate (T) sem suplementacdo, apresentou 0,08 g/L, o

meio com a suplementacdo da milhocina (TM) teve um rendimento igual de 0,10 g/L e os meios com

a adi¢do de glicose (TG) e o meio baseado no HS (THS) tiveram rendimentos superiores com 0,20 g/L

e 0,30 g/L.

Figura 1. Meios alternativos de produgdo de celulose bacteriana utilizando suco de tomate.

A CB obtida a partir do meio tradicional, serviu para comparacdo em relacdo as propriedades daquelas

obtidas pelos meios alternativos. A maioria dos meios testados demonstraram producdo celulédsica,

contudo, a melhor producdo de CB analisada foi o meio de tomate baseado no HS (THS).
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi avaliada a capacidade da bactéria Komagataeibacter hansenii crescer em meios de
cultivo alternativos, visando sua aplicacdo na industria. Os experimentos revelaram que a utilizacao
do tomate sem qualquer suplementagdao no meio de cultivo, resultou na produg¢ao da membrana com
um menor rendimento. Contudo, a adicdo da milhocina resultou em um rendimento igual ao HS
padrdao. Os meios alternativos com os melhores rendimentos foram os meios com a suplementagao
de glicose (TG) e o meio baseado no HS padrdo (THS), sendo o THS ainda superior. O estudo de meios
de cultivo alternativos para producdo de CB é bastante promissor, significando um futuro cada vez

mais propicio a aplicacdes dentro da industria.
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Abstract: With the increase of glyphosate tolerant transgenic soybean cultivation areas, this substance
has become the main herbicide for this crop, its use may interfere in the metabolism and nutritional
aspects of transgenic plants. In this scenario, the objective of this work was to verify the oil, protein,
phytate and amino acid concentrations in glyphosate tolerant soybean cultivar. Comparing the
averages between oil, protein and total amino acid levels in transgenic soybean exposed and not
exposed to glyphosate, it was found that there was no significant difference by Tukey test at 5%
probability. In conclusion, the data indicate that although the transgenic event affects some routes,

amino acid synthesis was not affected nor in nutritional terms at the glyphosate doses studied.

Keywords: soybean, phytate, amino acids, transgenics, glyphosate.
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INTRODUCTION

Glyphosate is a non-selective product that controls large numbers of narrow broadleaved plants by
inhibiting EPSP synthetase, an enzyme that participates in the metabolic pathway of aromatic amino

acid biosynthesis (tryptophan, tyrosine and lysine), which are essential for growth of the plant [8].

Companies have developed genetically modified soybean cultivars, where the gene (CP4) that encodes
the enzyme EPSPs [5-enolpyruvate-shikimate-3-phosphate synthase] inhibits the action of glyphosate.
Thus, it is possible that glyphosate tolerant soybeans develop even after application of the glyphosate

herbicide [8].

To understand what has been accomplished, it is necessary to comment on the mode of action of
glyphosate. Glyphosate, active ingredient of Roundup® (N-phosphonomethyl-glycine) herbicide,
binds and blocks the activity of the enzyme EPSP (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate) synthase,
which participates in the aromatic amino acid biosynthesis in plants. In the absence of glyphosate, the
enzyme EPSPS acts by catalyzing the reaction of S3P (or shikimate-3-phosphate) and PEP
(phosphoenolpyruvate), giving rise to the production of EPSP (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate),
which are the substances responsible for the synthesis of aromatic amino acids. Thus, the presence of
glyphosate in the plant, restricting the manufacture of aromatic amino acids, makes it impossible to
synthesize various proteins, causing the plant to paralyze growth of both the root system and the

shoot.

As for phytic acid (myo-inositol hexachisphosphate), whose main form of phosphorus storage in grains
is 50 to 80% of total P, commonly constituting about 1.0 to 2.5% of its dry mass, this substance affects
the nutritional value of grains, especially legumes, as it may decrease the bioavailability of minerals
and proteins in humans and monogastric animals. On the other hand, it can also have beneficial effects
on human health, such as lowering blood cholesterol and triglyceride levels and acting as an
antioxidant and anticarcinogen. Due to both positive and negative aspects, the interest in
manipulating phytate contents in cereal and pulses has increased. However, it is necessary to better
understand the biosynthetic pathway of phytate and the mechanisms that regulate it. One of the
priority studies are those relating the levels of phytate and protein in grains, as they are correlated.
Phytate is deposited in protein bodies and legumes, it is dispersed in the protein matrix, so it is possible
that the accumulation of certain reserve proteins influence phytate synthesis. An experimental model

system, in this case the in vitro culture of fruit explants, allows to manipulate the phytate and protein

45



synthesis via changes in the composition of the culture medium, and to analyze the proteins expressed

under contrasting phytate synthesis situations.

MATERIAL AND METHODS

Field experiment: This experiment was conducted in a randomized block design with nine treatments
and four replications. The cultivar analyzed was genetically modified soybean BRS Valiosa RR. Sowing
was carried out in October in the agricultural year 2006/2007, with density of 14 to 16 linear plants
per meter and spacing of 0.5 m between rows. The experimental plots consisted of six 5 m long lines
with four replications. It was considered as useful area, the four central lines with 4 m in length,

disregarding 0.5 m from the ends of each plot.

Treatments: consisted of glyphosate applied only once T1 and T2, respectively at doses: 1.5 and 2.0 L
ha™ p.c., glyphosate sequentially applied T3, T4 and T5, respectively at doses: 1.5/ 1.5; 2.0 / 1.5 and
2.0/1.5/1.5Lha?of p.c, with intervals of 15 to 20 days between applications and T6 clean weeded

control (without glyphosate application).

Glyphosate application: The commercial product used was Roundup Ready® in the formulation of 480
g L' acid equivalent made between 15 and 20 days after emergence of soybean seedlings, from
physiological stage V2, when the edges leaves of the second trifolium no longer touch, according to
the classification of [5]. Applications have been always done in the morning, without wind to avoid
1

drift, with the aid of a constant pressure (CO2) costal sprayer, adjusted to syrup volume of 200 L ha"

and with fan nozzles (110° - SF - 02) following the manufacturers recommendations.

Determination of oil and protein: The protein content in 1.0 g and 0.1 g oil in soybeans were
determined by the Kjeldhal method, using copper sulfate and the Soxhlet method as catalyst,

respectively, hexane as a solvent [4].

Phytate determination: 25 g aliquots were taken from the triplicate soybean sample in the laboratory,
which were previously homogenized, crushed and kept in a freezer at a temperature of around -18 °C
until the time of analysis. The method used was suggested by [9]. Extraction consisted of the addition
of 20 mL 0.5 m Mol HCl to 500 mg of sample. All inositol phosphates in the extract were retained in
previously prepared Dowex AG 1-X8 ion exchange resin (400 to 800 mesh). The method was based on
the dark blue coloration of the ferro-sulfosalisylic acid compound. In the presence of phytate, the iron
complex was precipitated, reducing the intensity of the blue color. The reading was performed in a

spectrophotometer at a wavelength of 500 nm.
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Separation and analysis of amino acid composition and quantification of seed soluble lysine by HPLC:
High performance Liquid Chromatography (HPLC) was employed for the separation and quantitative
determination of free amino acids using a Spherisorb ODS-2 reverse phase column (C18) after
derivatization with o-ophydialdehyde (OPA) [10]. OPA derivatives were detected by fluorescence, for
which 1 g of flour obtained from the grinding of mature seeds in 10 ml of MCW (methanol, chloroform
and water in the ratio 12 : 5 : 3) was used. The mixture was left overnigth at 4 °C. The supernatant
was centrifuged at 6000 rpm for 20 min, then 1 mL chloroform and 1.5 mL water were added to each
4 mL MCW. It was centrifuged again by carefully removing the formed aqueous phase and then
lyophilized. The pellet was resuspended in 300 mL of water and the free amino acid solution frozen at
-20 °C. After thawing, the samples were filtered on a 0.22 u pore PVDF Millipore filter to remove
fractions of reserve proteins, albumin and globulin, which are water soluble and then analyzed by
HPLC. OPA derivatives were detected by fluorescence or UV absorption. To a 20 mL aliquot (standard
or sample) was added 60 mL of the OPA reagent. OPA reagent was prepared by dissolving 50 mg of
OPA in 1 mL of methanol and mixing 6.5 mL of borate NaOH buffer (2.4% w v boric acid in H,0; pH
adjusted with 2 M NaOH). On the day of the analyzes, 5 mL of 2-mercaptoethanol was added to 625
mL of OPA. After exactly 2 minutes, 10 mL corresponding to each genotype or standard was injected
into the HPLC, starting the elution of the mixture on a linear gradient (20-100% B [methanol 65%]) in
buffer A (50 mM Na Oac, 50 mM Na 2 HPO 4, tetrahydrafuran, methanol, pH 7.25). The flow rate was
0.8 mL min for 50 min. The gradient has been programmed to linearly increase the ratio of “B” to “A”.
OPA amino acid derivatives were detected by a fluorescence monitor, 265 nm excitation and 480 nm
emission. Amino acid concentrations in the samples were determined by the area of the integrated
peaks, compared to the peaks of a standard at 250 nmol mL™. For quantification of lysine specifically,
the gradient was repeated, but at a 75-100% gradient, to allow the appearance of the lysine peak prior
to amino acid degradation. Results were expressed as a percentage of moles of amino acids recovered

in relation to total amino acids (mol%).

Total free soluble amino acid (ALT) dosage: After extraction of amino acids, an aliquot of this solution
was analyzed to verify total soluble amino acids. An a calibration curve was constructed using a leucine
standard at concentrations of 40, 80, 120, 160 and 200 nmol mL™*. A 100 mL fraction of the amino acid
solution was placed in a test tube by adding 900 mL of water. For both unknown sample and standard
curve analysis, 0.5 mL of sodium citrate buffer (0.2 M, pH 5.0), 0.2 mL of ninhhydrin reagent (5% in
methylglycol) and 1 mL KCN (2% 0.01 M solution in methyl glycol). The test tube was covered with

glass balls to prevent evaporation and placed in a water bath at 100 °C for 20 min. It was allowed to
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reach room temperature and was completed with 60% ethanol. Spectrophotometer reading of

standards and samples against white was taken at 570 nm.

RESULTS AND DISCUSSION

The results of proteins, lipids, phytate and amino acids are shown in Tables 1 and 2. Table 1 shows that
there was no interference in oil and protein production in transgenic soybean due to glyphosate
spraying on the crop, but there was an effect phytate production, which should be carefully analyzed,

as it is a very important antinutritional factor.

It can be noted that when the application of the product was sequential there was a tendency to
decrease phytate, as well as when the applied dosage was lower. But further work must be done to
clarify the reason for such behavior, and whether this fact repeats itself in other experiments. The
decrease in phytate production may be an incentive for a higher consumption of soybeans within

human food.

According to [7] the interaction of calcium, phytate and soybean protein seems to be affected by the
pH of the medium and the concentration of the three components. At low pH (<4), phytate associates
with soybean protein to form insoluble complexes in which calcium participation will depend on its
concentration. When calcium is in excess, it can displace the phytate from the phytate-protein
complex and make it soluble. With high pH (> 6.5) and high calcium concentration, phosphorus
precipitates and protein remains soluble as a result of the formation of insoluble calcium-phytate
complexes. Therefore the pH may be another factor that explains the lower phytate production due

to the ideal pH in the herbicide syrup used to be acidic.

[11] They report that transgenic (T) and non-transgenic (NT) soybean seeds have different
concentrations of Co, Cu, Fe and Sr. Bioaccessible fractions of elements such as Cu, Fe, Mn, Zn and S

are higher in soybean seeds transgenic.

In Table 2, mean total amino acid values in genetically modified soybean seeds are tolerated and
exposed to glyphosate as glyphosate applications, and it was verified that there was no significant
difference at the Tukey test level of 5% without total amino acid levels (nMol mI?) for glyphosate doses
studied in relation to the control as glyphosate herbicide applications that do not influence the

metabolism of soybean plants after total amino acid levels.

Evaluated the activity of some key enzymes involved in combating reactive oxygen species (ROS) as

well as differential protein species in the leaves of both soybean genotypes, transgenic (T) and non-
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transgenic (NT). The results revealed that all the evaluated enzymes presented higher activity in T
soybean leaves when compared to NT. Higher concentrations of hydrogen peroxide and
malondialdehyde were also observed, clearly indicating an oxidative stress condition established in
the transgenic genotype. In addition, 47 proteins were differentially abundant when comparing the
leaves of both plants, 26 species were accurately identified, including proteins involved in genetic

modification (CP4 EPSPs) [1].

The differential evaluation of enzymes and proteins expressed in T and NT soybean seeds. Analysis of
malondialdehyde, ascorbate peroxidase (EC 1.11.1.11), glutathione reductase (EC 1.6.4.2) and catalase
(EC 1.11.1.6) revealed higher levels in transgenic seeds (29.8; 30.6; 71.4 and 35.3%, respectively).
Protein separation in soybean seeds was performed by two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis and 192 proteins were obtained by laser matrix desorption / ionization (MALDI) in
flight time quadrupole (MSQ) analyzed and electrospray ionization (ESI). In addition, CP4 EPSPS
enzyme, involved in genetic modification, was identified by enzymatic digestions using trypsin or
chymotrypsin and ESI-QTOF MS / MS. Among the identified proteins, cytosolic glutamine synthetase,
glycinin subunit G1 and glycine-rich RNA-binding were differentially expressed after analysis using the
two-dimensional electrophoresis technique and the application of a regulatory factor of 1.5 or greater

[2].

The results obtained in the above study indicated that the genetic modification itself could be a stress
factor, causing changes in the activity of some enzymes. Changes in soybean seed proteome were
corroborated with the production of MDA, which is an indicator of lipid peroxidation and oxidative
stress and was higher in soybean seeds. In addition, higher enzymatic activities were observed for APX,
GR and CAT in transgenic seeds. This set of results suggests a higher stress level in soybean T seeds,
even when no herbicides were used, since the herbicide resistance gene was inserted into the seed
DNA. This fact explains some results previously reported in the literature, stating that transgenic seeds
have a greater ability to transport metals from the soil and have greater bioavailability of metals in

seeds when compared to non-transgenic soybeans.

In addition, the enzyme involved in genetic modification (CP4 EPSPs) was also easily identified by ESI-
QTOF MS / MS using trypsin as a cleavage enzyme. Among the 192 proteins identified, four of them
were differentially expressed by 2-D DIGE analysis with a regulatory factor of 0.5 or higher. Given the
correlation between differentially expressed proteins and the enzymatic activities found, it is not

difficult to rationalize that genetic modification induces a condition of oxidative stress in seeds. Tables
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3 and 4 show the average values of free amino acids (asparagine, glutamine, tyrosine, methionine,
valine, phenylalanine, isoleuciona, leuciona and lysine) in glyphosate tolerant soybean seeds after
exposure to glyphosate applications and none. The treatment significantly influenced the average
values of free amino acids and the correlation coefficients between the variables lipids (L), proteins

(P), phytate (F) and amino acids (A).

Data indicated that although the transgenic event affects some routes, amino acid synthesis was not
affected. From the results obtained, the studied organism apparently maintained a similar balance to
conventional soybean, so that the genetic modification did not produce significant alterations to
maintain its metabolism. This fact is moving researchers working with genetically modified organisms
to better understand the specific aspects of genetically modified plant metabolism and to identify key
proteins that may eventually be subject to genetic modification so that soybeans can have higher

tolerances to the glyphosate herbicide.

Others researchers concluded that isolated or sequential applications of glyphosate did not affect the
growth and yield of GM cultivar BRS Valiosa RR soybean, as well as the oil content and protein of GM

cultivar were not altered by glyphosate, regardless of its time and dose application [6].

Table 1 - Average values of oil, protein and phytate content in glyphosate tolerant genetically

modified soybean seeds exposed to glyphosate applications, Esalg / USP, 2007.

Dose Oil Protein | Phytate
Treatments (g.i.ahat) (%) (%) (mg L?)
T1 - Glyphosate 720 184 a 39.3a | 157.17 bc
T2 — Glyphosate 960 189a 37.1a | 172.72 ab
T3 - Glyphosate / glyphosate 720/720 185a 39.1a |181.84a
T4 - Glyphosate / glyphosate 960/720 184 a 38.1a | 162.45ab
T5 - Glyphosate /glyphosate/glyphosate | 960/720/720 18.6 a 38.7a | 160.42 abc
T6 — Witness 18.8 a 38.6a | 174.75ab
DMS 0.89 2.3 18
CV (%) 2.0 2.5 6.0

Means followed by the same letter in the column do not differ statistically from each other by the

Tukey test at 5% probability.
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Table 2 - Average values of total amino acids in glyphosate tolerant genetically modified soybean

seeds exposed to glyphosate applications, Esalqg / USP, 2007.

Treatments Dose Amino acids
(g.i.ahal) (nMol ml?)
T1 - Glyphosate 720 159.73 a
T2 — Glyphosate 960 136.05a
T3 - Glyphosate/glyphosate 720/720 175.81 a
T4 - Glyphosate/glyphosate 960/720 147.42 a
T5 - Glyphosate/glyphosate/glyphosate 960/720/720 127.43 a
T6 — Witness 136.99 a
DMS 51.87
CV (%) 26.6

Means followed by the same letter in the column do not differ statistically from each other by the

Tukey test at 5% probability.



Table 3 - Mean values of free amino acids (asparagine, glutamine, tyrosine, methionine, valine, phenylalanine, isoleuciona, leuciona and lysine)

in glyphosate tolerant genetically modified soybean seeds exposed to glyphosate applications, Esalq / USP.

Treatments I_Doses

(g.i.ahat) Asp Glu Tyr Met val Phe lle Leu Lys
T1 - Glyphosate 720 166.4a | 334.3a | 163.6a | 1279a | 146.0a | 76.1a | 83.1a | 784a 0
T2 — Glyphosate 960 140.5a | 346.6a | 134.3a | 107.6a | 129.7a | 49.6a | 549a | 53.7a 0
T3 - Glyphosate/glyphosate 720/720 151.0a | 326.3a | 129.0a | 79.6a | 1376a | 49.0a | 54.0a | 558a 0
T4 - Glyphosate/glyphosate 960/720 1375a | 338.6a | 130.7a | 79.8a | 1535a | 459a | 524a | 522a 0
T5- Glyphosate/glyphosate/glyphosate | 960/720/720 | 145.7a | 339.9a | 127.2a | 1183a | 141.7a | 494a | 53.1a | 536a 0
T6 — Witness 131.1a | 348.6a | 132.8a | 111.5a | 117.8a | 50.3a | 52.8a | 51.7a 0
DMS 111.4 291.7 105.3 114.5 107.7 42.3 44.6 43.8

CV (%) 30.9 34.6 31.6 44.0 31.0 32.7 314 31.1

Means followed by the same letter in the column do not differ statistically from each other by the Tukey test at 5% probability.

Table 4 - Correlation coefficient between the variables lipid (L), protein (P), phytate (F) and amino acids (A), Esalg / USP.

Variables Correlation Coefficient (r)
T1 T2 T3 T4 T5 T6
LxP -0.45 ns -0.31ns -0.93 ns 0.14 ns -0.25 ns -0.67 ns
LxF 0.23 ns 0.62 ns 0.41 ns -0.72 ns -0.11 ns -0.20 ns
LxA 0.92 ns 0.21ns 0.88 ns 0.54 ns 0.90 ns 0.02ns
PxF 0.14 ns -0.91 ns -0.36 ns 0.51 ns 0.18 ns 0.19 ns
PxA -0.19 ns -0.71ns -0.98* -0.22 ns 0.10 ns 0.49 ns
FxA 0.01 ns 0.49 ns 0.15ns -0.82 ns -0.31 ns 0.77 ns

ns = not significant * = significant at 1% probability level (p <0.01)
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Determination Of Amino Acids And Phytate In Transgenic Soybean Exposed To Glyphosate

CONCLUSION

In conclusion, the data indicate that although the transgenic event affects some routes, amino acid

synthesis was not affected nor in nutritional terms by glyphosate applications at the studied doses.
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Resumo: A proposta no presente estudo foi investigar a variabilidade genética em nivel molecular, e
verificar a forma como estdo geneticamente estruturadas as espécies de Conyza canadensis, C.
bonariensis, e C. sumatrensis, analisando o polimorfismo em locos de sequéncias simples repetidas
(locos SSR) de DNA, também denominados locos de microssatélites. Foram analisadas amostras de C.
canadensis, sensiveis e resistentes ao glifosato, e C. bonariensis resistentes e com multipla resisténcia,
coletadas no Vale Central da Califérnia (EUA), e amostras de C. sumatrensis sensiveis e resistentes
coletadas em seis municipios do Estado do Parana (Brasil), usando os primers HW02, HWO06, HWQ07,
HWO09, HW14, HW29, HWSSR01, HWSSR03, HWSSR04, HWSSR07, HWSSR09, e HWSSR11 para analisar
o polimorfismo nos 12 locos microssatélites. O maior nimero de alelos (26) foi encontrado em C.
sumatrensis. A maior proporcao de locos microssatélites polimorficos (91,67%) foi observada nas
plantas da espécie C. bonariensis, mas o nimero de alelos por locos (Na = 2,1667), nimero efetivo de
alelos (Ne = 1,9388), e heterozigosidade média esperada (He — 0,4291), também foi maior nas
amostras de C. sumatrensis, indicando que a diversidade genética é maior na espécie C. sumatrensis.
As amostras de C. sumatrensis formaram populacdes geneticamente estruturadas (FST = 0,4822). Nos
municipios de Campo Mourdo e Cafelandia ha exemplares de Conyza com caracteristicas em nivel
molecular, para locos microssatélites, de C. canadensis, C. bonariensis, e C. sumatrensis, e exemplares
gue compartilham alelos caracteristicos das trés espécies, sugerindo que ha troca de alelos entre as

trés espécies de Conyza na referida regido.

Palavras-chave: Microssatélites, SSR, Plantas Daninhas.
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INTRODUGAO

As plantas daninhas agricolas, selecionadas pela manutencao das culturas feitas pelo homem, sdo hoje
um fenémeno ecoldgico e evolutivo relativamente recente (NEVE et al., 2009). Dentro do grupo das
plantas daninhas o género Conyza contém aproximadamente 50 espécies conhecidas, as quais se
distribuem em quase todo o mundo (KISSMANN; GROTH, 1999). As espécies que mais se destacam,
por seu carater negativo sdo: Conyza bonariensis, Conyza sumatrensis, e Conyza canadensis, sendo as

duas primeiras originarias da América do Sul e a terceira origindria da América do Norte.

Segundo Thebaud e Abbott (1995), a espécie considerada como a mais difundida em todo o mundo é
C. canadensis. 1sso se deve a algumas caracteristicas reprodutivas associadas ao alto potencial invasivo
dessa espécie, entre as quais a grande producdo de sementes, germinacdo rdpida e a alta capacidade

de dispersdo dos aquénios (HAO et al., 2009).

Os autores Ferreira e Gattapaglia (1995) definem marcador molecular como sendo qualquer fenétipo
molecular proveniente de um gene expresso, como por exemplo, as isoenzimas, ou de um segmento

especifico de DNA correspondente a regides expressas, ou ndo expressas, do genoma.

Os microssatélites sdo uma categoria de marcadores moleculares definidos por Litt e Luty (1989),
como sequéncias simples repetitivas (SSR) em genomas eucariotos. Os microssatélites, ou locos SSR,
tém sido usados como marcadores moleculares para avaliar polimorfismos de DNA, em estudos com
finalidades diferentes, e em diversas espécies de plantas (DEMORE, 2008) incluindo espécies de

plantas daninhas (GOULART et al., 2011).

MATERIAL E METODOS

As sementes de C. sumatrensis foram coletadas nos municipios de Campo Mourao, Floresta, Cascavel,
Cafelandia, Peabiru e Toledo no estado do Parand em Janeiro de 2011 e a semeadura foi realizada no
més de Maio de 2011 no CTI (Centro de Treinamento de Irrigacdo) da Universidade Estadual de
Maringa — UEM. As sementes de C. canadensis e C. bonariensis foram coletas em 4 locais diferentes
dentro do Vale Central do estado da Califérnia, Estados Unidos, o experimento foi realizado em casa

de vegetacdo na University of California, Davis, CA. no més de Janeiro de 2013.

Para a extracdo de DNA das plantas de C. sumatrensis foi utilizada a metodologia descrita por Doyle e
Doyle (1990). Para a extracdo de DNA das plantas de C. canadensis e C. bonariensis foi utilizado o

protocolo elaborado por Soltis Lab. (2002) com referéncias de Doyle e Doyle (1990) e Cullings (1992).
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A padronizacdo das condi¢cbes de amplificacdo do DNA das diferentes amostras de Conyza (C.
canadensis, C. bonariensis, e C. sumatensis) foi realizada no Jasieniuk Lab, Departament of Plant
Science da University of California, Davis, CA. Foram selecionados os primers desenvolvidos para
Conyza: HW02, HWO06, HWO07, HW09, HW14, HW29, HWSSR01, HWSSR03, HWSSR04, HWSSRO7,
HWSSR09, e HWSSR11.

Para a analise do produto amplificado para cada primer de microssatélite e para cada amostra
analisada foram utilizados os programas POPGENE 1.32 (YEH et al., 1999) e STRUCTURE software 2.0
(PRITCHARD; WEN, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para estudar a diversidade genética das 88 amostras selecionadas das espécies de C. canadensis, C.
bonariensis e C. sumatrensis foram utilizados os pares de primers: HW02, HW06, HW07, HW14, HW17,
HW29, HWSSR01, HWSSR03, HWSSR04, HWSSR07, HWSSR09, HWSS11. C. sumatrensis apresentou o
numero maximo de 4 alelos usando o primer HWSSR01, sendo este o maior numero alelos encontrado
para todas as amostras de Conyza. Na espécie C. sumatrensis foi observado maior nimero de alelos

(26), C. bonariensis (24) e C. canadensis (20), nos 12 locos analisados.

A maior proporc¢ao de locos microssatélites polimérficos (91,67%) foi observada nas plantas da espécie
C. bonariensis, mas o nimero de alelos por locos (Na =2,1667), numero efetivo de alelos (Ne = 1,9388)
e heterozigosidade média esperada (He — 0,4291) também foi maior nas amostras de C. sumatrensis
indicando que a diversidade genética é maior na espécie C. sumatrensis, por outro lado, as amostras

de C. canadensis apresentaram a menor diversidade genética.

A maior diversidade de alelos e de valores de heterozigosidade esperada nas espécies C. sumatrensis
e C. bonariensis, indica que estas duas espécies tem maiorMdiversidade genética do que a espécie C.
canadensis, e que o controle destas deve mais dificil, e deve requerer estratégias adicionais ao
controle usado para C. canadensis. Isto porque, em amostras com maior diversidade genética ha maior
chance de se encontrar exemplares (plantas) que respondem diferentemente as alteracGes ou

pressdes (acdo de herbicidas) exercidas pelo ambiente.

De acordo com as premissas de Allendorf e Luikart (2007), a existéncia de variabilidade genética em
amostras de uma populagdo aumenta a chance de algumas amostras para responder diferentemente
frente a alteragGes do meio ambiente, de modo que isto possa garantir a preservacao da espécie. No

que se refere as plantas daninhas com maior diversidade genética, hd uma chance maior de serem
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selecionadas plantas que nao sofrem os efeitos deletérios de aplica¢cdes de herbicidas, garantindo a

preservagao destes exemplares.

A divergéncia genética mensurada pelo valor de FST foi maior no loco HW29 (FST = 0,5366), indicando
que o primer HW29 parece ser o mais adequado para diferenciar amostras das trés espécies de Conyza
(C. canadensis, C. bonariensis, e C. sumatrensis). A diferenciacdo genética entre as amostras de C.
canadensis e C. bonariensis coletadas no mesmo continente (América do Norte) também foi alta (FST
= 0,2861), indicando que estas duas espécies estdo geneticamente bem estruturadas e devem
requerer estratégias de controle diferencial. A analise conjunta dos locos microssatélites das trés
espécies mostrou que o valor maior de identidade genética (I = 0,8293) foi observado entre as espécies
C. canadensis e C. sumatrensis e que as espécies mais divergentes (I = 0,6303) foram C. canadensis e

C. bonariensis.

O agrupamento das duas amostras de plantas de C. canadensis e C. bonariensis, e das 10 amostras de
C. sumatrensis, de acordo com modelo baseado no algaritimo Baysiano (Figura 1), evidenciou que a
maior diversidade genética dentro das amostras é decorrente de maior diversidade dentro da espécie

C. sumatrensis.
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0.20
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Figura 1. Grafico bar plot obtido de acordo com modelo baseado no algaritimo Baysiano, a partir da
analise de locos microssatélites das amostras de plantas de C. canadensis (1-2), C. bonairensis (3-4), e
C. sumatrensis (5-14). Cada planta esta representada por uma barra vertical uniforme, ou dividida em
K segmentos coloridos (K = 3), com tamanhos proporcionais para cada grupo K de alelos, inferido na
analise. Cada cor (verde, azul, e vermelho) representa a proporc¢ao de alelos de cada grupo, ilustrado
na barra vertical.

Amostra (1): C. canadenses-S; (2): C. canadenses-R; (3): C. bonariensis-R; (4): C. bonariensis-RR; (5-14):
C. sumatrensis [Campo Mourdol-S (5); Florestal-S (6); Floresta2-S (7); Cascavell-R (8); Campo
Mourdo2-S (9); Cafelandial-S (10); Cafelandia2-S (11); Peabiru-S (12); Toledo-R (13); Cascavel2-S/R
(14).
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O valor 6timo de K (K = 3; AK = 54,1987), determinado pela andlise Baysiana foram consistentes com
a evidéncia que os alelos estdao misturados em varias amostras de C. sumatrensis, e que ha pouca

mistura de alelos de dois ou trés grupos nas amostras de C. canadensis e de C. bonariensis.

CONCLUSOES

A analise dos locos microssatélites mostrou que a diversidade genética é maior nas espécies de C.
sumatrensis e C. bonariensis; a espécie de C. canadensis foi a que apresentou a menor diversidade

genética.

A aplicacdo de herbicidas para o controle de C. sumatrensis nos municipios de Campo Mourao,
Floresta, Cascavel, Cafelandia, Peabiru, e Toledo, do estado do Parana tem selecionado amostras da

espécie que sdo geneticamente divergentes.

As amostras de C. sumatrensis dos municipios de Campo Mourdo, Cafelandia, Floresta, Peabiru, e
Toledo, compartilham alelos caracteristicos das espécies C. canadenses e C. bonariensis, indicando

que ha troca de alelos entre as trés espécies de Conyza na referida regido.
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