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RESUMO

O efeito teratogénico do extrato aquoso de Hyptis pectinata (sambacaitd) foi testado em ratas Wistar gestantes. Os parametros
utilizados para avaliagdo deste efeito foram: peso corporal, peso dos ovérios, nimero de corpos |(teos e nimero de implantes
por rata gravida. Os fetos foram pesados, medidos e analisados quanto a presenca de malformagdes. Os resultados mostraram
gue o extrato aquoso de sambacaita nas doses administradas (125, 250 e 500mg/Kg; v.0.) ndo teve efeito sobre a capacidade
reprodutiva das ratas nem alterou a evolugdo dos embrides.

Palavras-chave: Hyptis pectinata, efeito teratogénico.

ABSTRACT

Theteratogenic effect of an aqueous extract of Hyptispectinata (sambacaitd) was tested on pregnant Wistar rats. The parameters
used were: corpora weight, ovarian weight, number of corpora lutea and number of implants per pregnant rat. The fetuses
were weighed, measured and analysed for the presence of abnormalities. Results showed that the agueous extract, in the
administered doses (125, 250 and 500mg/kg; v.0.) did not interfere in the reproductive capacity nor alter the development of

theembryos.

Key words: Hyptis pectinata, teratogenic effect.

INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas em diversas terapias
ou na alimentacdo é uma prética bastante difundida
no Brasil. As plantas sintetizam metabdlitos primérios
(e.g. carboidratos, aminoacidos, purinas e pirimidinas)
e secundérios (toxinas). As toxinas podem estar
presentes em grandes quantidades nas plantas, como
mecanismo de defesa. As plantas sdo amplamente
utilizadas como medicamento natural, porém sem a
correta avaliagdo da toxicidade de seus componentes,
principalmente os efeitos teratogénicos.

Alteragdes no desenvolvimento embrio-fetal e
malformagfes podem ser decorrentes da exposicdo
materna a toxinas, de agentes mutagénicos que ateram
0 material genético das células germinativas ou
agentes teratogénicos que danificam os tecidos
sométicos do organismo em desenvolvimento (Fraser
& Nora, 1986). Varios fatores contribuem para a
teratogenicidade de um agente: a natureza quimica e
fisica deste, a dose e o estagio do desenvolvimento
embrionério em que é administrado, o genétipo da
mée e do embri&o e as interagbes com outros agentes.
Quando estes agentes atuam na fase de fecundagao-

! Departamento de Morfol ogia, Universidade Federal de Sergipe. Av. Marechal Rondon §/n; Jardim RosaEl ze, S8 Cristévéo, SE. 49100-000.

2 Departamento de Diologia, Universidade Federa de Sergipe.
3 Departamento de Enfermagem, Universidade Federa de Sergipe.
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implantagcdo (0-7 dias) em humanos, seus efeitos
provéveis sdo o aborto ou a reabsorcéo; na fase
embrionéria (18-55 dias), o embrido sofre alteracdes
profundas da morfogénese; na fase fetal (56 dias-
termo), os efeitos provaveis sdo a toxicidade, retardo
no crescimento e ateragbes no sistema nervoso central
(Rabello-Gay et al., 1991).

Devido as propriedades analgésicas e
antiinflamatérias de H. pectinata, esta planta é muito
utilizada como fitoterdpica no nordeste brasileiro
(Bispo €t al., 2001) e julgamos de interesse verificar
também se possui agdo teratogénica.

MATERIAL E METODOS

Material Botanico: Foram utilizadas as folhas de
Hyptis pectinata, coletadas na horta comunitaria da
UFS. A planta foi identificada no Departamento de
Biologia da UFS (exsicata rr 02626-UFS).

Preparacdo do extrato aquoso: As folhas foram
secadas durante dois dias em estufa a 40° C, e
trituradas em moinho até a obtencdo de um polvilho.
A extracdo foi feita por decocgdo de 200g do pd em 1
litro de agua destilada. Ap06s filtracdo, o extrato foi
evaporado em placa quente.

Animais: Foram utilizados ratos Wistar adultos (3
meses). Os animais foram acasalados (4 fémeas. 1
macho) e o P dia de gestagéo foi determinado pela
presenca de espermatozdides no esfregaco vagind. As
ratas foram pesadas em diferentes dias de gestacéo
(20, 10°, 16°, 18 e 20°) e mantidas em caixas plagticas
com comida e &gua ad libitum durante todo o
experimento. Os animais foram sacrificados no 20°
dia de gestacdo, por dedocamento da coluna cervical.

Grupos Experimentais Os animais foram divididos
em quatro grupos de seis animais e tratados do 3 ao
15° dias de gestagdn. O grupo controle recebeu apenas

agua destilada. Os demais grupos receberam o extrato
aquoso de H. pectinata, respectivamente (125, 250 e
500 mg/kg; v.0.).

Avaliacdo Teratogénica Apéds sacrificadas, as ratas
foram laparotomizadas para remocdo da placenta,
OV&rios e cornos uterinos. As placentas e 0s ovarios
foram pesados e registrado o nimero de corpos |(teos.
Os cornos  uterinos
longitudinalmente para contar e
morfologicamente os fetos. O sexo dos fetos foi
determinado por inspegdo pélvica. Os fetos foram
pesados em balangca de precisdo e registradas as
medidas crénio-caudal e encefdlica com paguimetro.

foram seccionados
examinar

Andlise Estatistica: Foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparagfes multiplas. O teste qui-quadrado €2) foi
utilizado para verificar associagdo entre as varidveis
sexo e tratamentos; nimero de implantes e
tratamentos. O nivel de significancia foi de 5% (Zar,
1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo da gestacdo dos animais nao
houve diferencas significativas no peso das ratas entre
todos os grupos experimentais (ANOVA: F9,05;3;100=
1,97; p>0,10). Esta variavel foi significativamente
diferente entre os dias de gestacdo (ANOVA:
F0,05;4;100=21,22; p<0,0005), fato esperado devido a0
ganho normal de peso que ocorre durante uma
gestacdo, entretanto a variagdo do peso das ratas foi
proporcional entre os tratamentos e dias de gestagdo
(ANOVA: F0,05;12;100=0,38; p>0,25). A tabela 1
mostra o efeito do extrato aquoso de H. pectinata no
peso das ratas em diferentes dias de gestagéo.

Na andlise de efeitos lesivos sobre embrides
em fase de desenvolvimento é importante verificar se
as condicdes fisiolégicas, relacionadas com a
reproducéo, encontram-se preservadas. Para isso,
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Tratamento
(mg/kg) 10 100
Controle 19050+17,35  217,6612,64
EA (125) 20233+14,87  213,83t6,96°
EA (250) 189,50t17,41°  210,00%14,59"
EA (500) 166,83t3,1°  204,66%13,18"

Médiat EP
16° 18° 20°
242,50%8,72 258,16¥900  258,16%11,68
238,16639°  249,83t7,26°  264,16+6,87"
226,16¥1846°  231,00%18,06° 247,83%16,44"
224164366°  250,33+7,22°  25383+8,28%

EP = erro padrao; 2 p>0,05 comparado com o controle. ANOV A com dois fatores sequido pelo teste de Tukey.

utilizam-se critérios como o peso dos ovarios, nimero
de corpos luteos, nimero de implantes e indice de
implantacgo que estabelece as falhas ocorridas durante
0 processo de implantagdo (Almeida et al., 1999).
Neste trabalho os resultados mostram que o extrato
aquoso de H. pectinata ndo alterou o peso dos ovarios
das ratas, quando comparado ao grupo controle
(Tukey:  EA125, (Q0,05;4;20=2,35; EA250,
00,05;4,20=2,21 e EA500, (p,05;4;20=0; p>0,05 para
todas as comparagdes). Foi observado também que ndo
houve diferenca significativa no nimero de corpos
|iteos dos ovarios entre os tratamentos (ANOVA:
F0,05;3;20=1,202; p>0,25. Tabela 2); indicacdo indireta
de que a fungdo do eixo hipotdamo-hipdfase-ovariano,
relacionado a0 processo de ovulagdo, estd mantida em
todos os grupos (Scher et al., 1996). Finalmente, foi
constatado que o nimero de implantes por rata ndo
esta associado aos diferentes tratamentos (Qui-
quadrado: ¢20,05;15=7,25; p>0,9), bem como ao sexo
dos fetos (Qui-quadrado: ¢20,05;15=3,65; p>0,995).

A avaliagdo do crescimento fetal é importante
uma vez que recém-nascidos hipo ou hipertréficos
apresentam mortalidade perinatal maior que o0s
eutréficos (Benedetti & Capurro, 1981). Além disso,
muitos agentes quimicos sdo acumulados na placenta
e a concentracdo do agente € mais alta no cordéo
umbilical do que no soro materno (Ruisanchez et al.,
1993). Deste modo, para avaliar o crescimento fetal,
foram utilizados como parémetros as medidas cefdica
e cranio-caudal, bem como o peso corporal dos fetos.
O extrato aquoso de H. pectinata ndo ocasionou
anormalidades no tamanho dos fetos, uma vez que

Tabela 2. Efeito do extrato aquoso (EA) de H. pectinata no
peso dos ovérios e nimero de corpos |Uteos dos ovérios direito
eesquerdo deratas.

Tratamentos Médiat EP
(mg/kg)
Peso dos Ovérios (g) N°de Corpos L (iteos
Controle 0,118t0,011 10,66%1,021
EA (125) 0,14840,011" 11,160,477
EA (250) 0,090#0,014* 12,66£0,421°
EA (500) 0,118+0,014" 10,501,335

EP = ero padrdo; @ p>0,05 comparado com o controle.
ANOVA, testede Tukey.

ndo foram constatadas diferencas significantes no
comprimento do corpo (ANOVA: F0,05;3;20=0,14;
p>0,25. Tabela 3) e no comprimento do encéfalo das
ninhadas (ANOVA: F,05;3;20=1,59;p>0,10 Tabela 3).
N&o houve variac8o significativa também no peso
corporal da ninhada entre os tratamentos (ANOVA:
F0,05;3;20=0,188; p>0,25 Tabela 4). O peso das
placentas foi tomado como medida indireta de
desenvolvimento embrion&rio normal. N&o houve
diferencas significativas no peso das placentas entre
0s grupos experimentais (ANOVA: 1,05;3;20=0,488;
p>0,25 Tabela 4).

O indice de reabsorcdo indica o nimero de
mortes embrionérias e 0s nossos resultados com
relacdo a estes par@metros foram muito baixos em
todos os tratamentos, indicando que a administragdo
do extrato aguoso de H. pectinata ndo afetou as
condi¢Oes intra-uterinas para o crescimento e
desenvolvimento do embri&io. Também n&o foram
observadas malformag8es congénitas nas ninhadas
estudadas. Estes resultados indicam que o extrato
aquoso de H. pectinata ndo apresenta atividade
teratogénica.
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Tabela 3. Efeito do extrato aquoso (EA) de Hyptis pectinata no
comprimento do encéfalo e distancia cranio-caudal dos fetos de
rates.

Tratamentos Média* EP (mm)
(mgkg)
Tamanho do Encéfao  DistanciaCranio-caudal
Controle 7,50£0,416 29,490,334
EA (125) 8,34%0,247" 29,20t0,668"
EA (250) 8,14%0,225" 28,96t1,638"
EA (500) 8,03%0,12° 28,631,059

EP = erro padréo; ANOVA: 3>0,05.

Tabela 4. Efeito do extrato aguoso (EA) de Hyptispectinata
no peso das placentas e dos fetos de ratas.

Tratamentos

Média* EP
(mg/kg)
Peso dos Fetos (g)  Peso das Placentas ()
Controle 2,64+0,139 0,330,018
EA (125) 257%0,133" 0,390,08"
EA (250) 247%0,26° 0,2940,086"
EA (500) 24740172 0,37+0,05%

EP = erro padrdo; ANOVA : 3>0,05.

Agradecimentos Ao Departamento deMorfologiadaUFSpelo gpoio
logistico, ao Prof. Angelo Roberto Antoniolli pelo fornecimento do
extrato, aAnaDenise Costade Santanapel o suporte técnico eaJeane
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RESUMO

Foram estudados os efeitos da melatonina (1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 7.50 e 10.0 mg/ml) sobre a proliferacdo celular e na
expressdo das correntes de células inteiras dependentes da voltagem (5.0, 10.0 e 15.0 mg/ml) sobre as células H.Ep.-2. Foi
também analisada a atividade citotoxica da melatonina sobre a modulagéo eletrofisiolégica das células H.Ep.-2. Os registros
mostraram dois tipos de correntes: o tipo R é caracterizado por fraca dependéncia de voltagem para valores negativos; o tipo
Smostrou forte retificagdo para potenciais hiperpol arizados. Na concentrago de 10.0 mg/ml amel atonina aumentou aamplitude
meédia de ambos os tipos de correntes; na concentragéo de 5.0 mg/ml somente correntes do tipo R foram expressas. A melatonina
mostrou efeito inibitério sobre a proliferacdo in vitro de células H.Ep.-2. Na concentragdo de 10.0 mg/ml a melatonina
induziu aumento macroscopico nas correntesR e S.

Palavras-chave: células H.Ep.-2; melatoning; eletrofisiologia; patch-clamp.

ABSTRACT

The effects of melatonin (1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 7.50 e 10.0 mg/ml) on cell proliferation and in the expression of voltage-
dependent whole-cell currents (5.0, 10.0 e 15.0 mg/ml) were studied. The effect of melatonin cytotoxic activity on the
electrophysiologic modulation of H.Ep-2 cells was also studied. Recordings showed two types of currents: the R-type was
characterized by a weak voltage-dependence for negative values; the S-type showed strong rectification for hyperpolarized
potentials. A melatonin concentration of 10.0 mg/ml increased the mean amplitude of both types of currents; at a concentration
of 5.0 mg/ml only R-type currents were expressed. Melatonin showed an inhibitory effect on the proliferation in vitro of

H.Ep.-2 cells. A melatonin concentration of 10.0 mg/ml induced a macroscopic increase of R and S currents.

Key words: H.Ep.-2 cells; melatonin; electrophysiology; patch-clamp

INTRODUCAO glandula pineal pode ser produzida por todos os

animais (Poeggeler et al., 1991) talvez devido a

A glandula pineal é considerada um habilidade de sequestar radicais livres, pela alta

temporizador do meio interno, estando envolvida na lipofilidade e facil difusibilidade nos compartimentos
regulacdo de vérias fungBes fundamentais (Hardeland celulares (Reiter et al.,1994).

et al., 1994; Wahab et al., 2000). A melatonina, N- Estudos recentes revelaram alteragdes

acetil-5-metoxitriptamina, principal horménio da eletrofisiolégicas e funcionais promovidas pela

* Departamento de Histologiae Embriol ogia, Universidade Federal de Pernambuco

2 Departamento deNeuropsiquiatriado Hospital dasClinicas, Universidade Federa de Pernambuco.

3 Departamento de Antibi6ticos, Universidade Federal de Pernambuco.

“ Departamento de Biofisicae Radiobiologia, Universidade Federa de Pernambuco.

° Departamento de Fisiologia, Universidade Federal de Sergipe. Av. Marecha Rondon §/n; Jardim Rosa Elze, S8o Cristovéo, SE. 49100-000.
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melatonina sobre uma linhagem de células conhecida
como carcinoma epidermoide da cérvix uterina,
células HeLa (Klein et al.,1999). As células H.Ep-2
fazem parte da linhagem de células derivadas do
carcinoma epidermdide e apresentam caracteristicas
bastante similares as das células HeLa, como
crescimento rdpido e formagdo de monocamadas
(Moore et al., 1955). Para contribuir com informagtes
gue possam elucidar o mecanismo pelo qual o
horménio melatonina suprime o crescimento das
células tumorais, investigamos os efeitos da
melatonina sobre a proliferagdo celular e sobre a
modulagdo eletrofisioldgica das células H.Ep.-2.

MATERIAL E METODOS

Células As células H.Ep.-2 foram obtidas do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, N°.: CR023) e
mantidas pelo Laboratério de Cultura de Células do
Departamento de Antibidticos da UFPE.

Droga: A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina
(C H N O), foi adquirida da Companhia Quimica

13 16 2 2
Sigma e dissolvida em 0,5 % de etanol.

Condicdes da cultura e viabilidade celular: Foi
utilizado o meio de cultura DMEM (SIGMA),
suplementado com 1% (v/v) de soro fetal bovino
(GIBCO), 1% (p/v) de glutamina 2,0 mM (SIGMA)
e 1% (p/v) de uma solugdo de antibidticos (penicilina
1000 Ul/mL + estreptomicina 250 mg/ml)
(Nascimento, 1993). As células foram tripsinizadas e
contadas (Benchimol et al., 1996), obtendo-se uma
suspensdo de 5.10* céulag/ml, 24 horas antes do inicio
do experimento.

Apés cada tripsinizagdo, foi determinada a
viabilidade celular pelo teste de exclusdo do Azul
Tripan (MERCK) 0,4 % p/v, en PBS, numa propor¢éo
de 1:10 (corante: amostra da suspengéo celular), que
permite determinar a porcentagem de células vivas e
mortas (Weisenthal, 1983). A contagem das células
foi realizada através de um microscopio invertido

LEITZ. Para os testes de citotoxicidade e o estudo da
modulagdo eletrofisiolégica das células H.Ep.-2 sob
acdo do hormbnio melatonina, foram utilizadas
preparagOes celulares cuja viabilidade se encontrava
acima de 95%.

Determinacdo da atividade citotoxica: Para
determinacdo da citotoxicidade (Geran et al., 1972)
com células H.Ep.-2, foi preparada uma suspensdo de
5x10* célulasyml de meio e distribuida em placas de
cultura com 96 pogos. Estas placas foram incubadas a
37° C em estufa (Sedas, Mildo-Itdlia) com atmosfera
de5 % de CO . Apds 24 horas, 0 hormdnio foi
adicionado as czélulas, nas seguintes concentragoes:
1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 5.00, 7.50, 10.00 mg/ml. Cada
concentragdo foi testada em quadruplicata. O meio
de cultura sem suplemento foi utilizado como controle.
Setenta e duas horas apds a incubagdo das cdlulas com
a melatoning, foi adicionado 25 ml de Brometo[3-{ 4,5
dimetiltiazol-2-il} -2,5-difeniltetrazolio] (MTT ou sa
tetrazdlio - SIGMA) a 26 em PBS (p/v), a cada poco,
e a placa foi reincubada a 37* C por mais duas horas.
Ao término deste periodo, o meio de cultura,
juntamente com o excesso de MTT, foi aspirado dos
pocos e 100 ml de DMSO foram adicionados a cada
pocgo para dissolucdo dos cristais formazan. A leitura
Optica foi realizada em um registrador automético de
placas modelo 3550 BIO-RAD a 595 nm. O ensaio
colorimétrico do MTT baseia-se na capacidade que
as células vivas tém de transformar o sa tetrazdlio
soltvel, de cor amarela, em um precipitado de
formazan insollvel, de cor plrpura, que precipita
devido a acdo de uma enzima mitocondrial, a succinil
desidrogenase (Hess & Pearse, 1963; Mosman, 1983).

Descrigdo da técnica de patch-clamp: A técnica de
patch- clamp foi utilizada de acordo com a descrigéo
de Hamill et al. (1981). Os registros de correntes foram
obtidos através de micropipeta, na configuracdo de
célula inteira ou “whole-cell”, preenchida com uma
solugdo salina (solucdo interna). Esta solucdo banha
um eetrédio de Ag/AgCI conectado a um amplificador
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de patch (List EPC8 - HEKA Elektronik), acoplado a
um computador IBM compativel (PC 486) através de

um conversor A/D (Lab PC +, Nationa Instruments).

O registro direto (on-line) foi feito com software
“Whole Cdl Program” (WCP, John Dempster, 2000);

a micropipeta foi direcionada até a cdula com a guda
de um micromanipulador MX3 (Narishige, Japéo).

Apbs o contato da ponta da micropipeta com a
membrana celular, a resisténcia elétrica medida
aravés de um pulso de 10 mV, foi monitorada aé que
aingisse vaores da ordem de 3 a 15 Gigaohms (selo

Gigadhmico). A partir do selo, a configuragdo “whole-

cell” foi obtida por sucgdes rdpidas. A solucéo interna
(mM) foi composta por : KCl 150; CaCl, 3,81, MgCl,

0,112; EGTA 5, tamponada com HEPES 10 e pH

gjustado para 7,4 com KOH. Para a determinacdo da
concentragdo de Ca?* livre, fixada em 2 x107 M, foi

utilizado o programa “MaxChelator”.

As células H.Ep.-2 foram cultivadas em placas
de 6 pocos com laminulas de vidro redondas
(THERMANOXO) para facilitar a aderéncia e
formagdo de monocamadas. O protocolo de cultivo
foi mantido como descrito anteriormente. Setenta e
duas horas apdés a incubacdo das células com
melatonina, procedeu-se a troca do meio de cultivo
por solucdo externa (Hank’s Balanced Salt Solution)
com a seguinte composicao (mM): NaCl 140; KCl
4,6; MgCl 1; CaCl 1,6; glicose 10; NaHCO 5 e
HEPES 102; em um ToH de 7,4 gjustado com N;OH.
As solucdes externa e interna foram filtradas com
membranas (MILLIPORE), tipo GS, de éster de
celulose, com poros de 0,22 mm. As resisténcias de
acesso das micropipetas de patch-clamp foram de 4-6
MegaOhms.

Andlise Estatistica: Foi utilizada a andlise de
variancia com um fator (ANOVA), seguido do teste
de Tukey para comparagdes multiplas. O nivel de
significancia foi de 5%

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O €efeito da melatonina no crescimento das
células H. Ep.-2

Houve diferenca significativa no crescimento
das células da linhagem do carcinoma epiderméide
de laringe (H.Ep.-2) sob a influéncia da melatonina
por um periodo de trés dias (ANOVA:
FO005;7,56=5.87, p<0.05).

A melatonina (1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 5.00 e 7.50
mg/ml) inibiu a proliferagdo das células (H.Ep.-2)
quando comparadas ao controle (Tukey: @ o..q,s=6.27,
P<0.05; 0 45.56.6=7-29, P<0.05; ¢} o5.565=5-42, p<0.05;
Oo.05:56.8=2-99,  P<0.05; 0 45.56.5=6-78, p<0.05;
0 05:56.6=0-44, P<0.05, respectivamente) (Figura 1). O
crescimento celular observado na dose de 10 mg/ml,
pode estar relacionado com a expressdo de proteinas
e fatores de crescimento envolvidos na proliferacéo;
ou mesmo, com uma diminuicdo ou auséncia da
expressao de receptores essenciais a agdo inibitéria
da melatonina.

A acdo antiproliferativa in vitro dos indois da
pined foi estudada sobre diversas linhagens de células
tumorais, como melanomas (B16), sarcomas (S180),
células semelhante a macréfagos (PUS), fibroblastos
(8T3) e coriocarcinomas (JAr). As células foram
examinadas pela mensuragdo da incorporagdo de
timidina tritiada pelas células tumorais, onde a
poténcia inibitoria dos inddis foi encontrada na
seguinte ordem: metoxitriptamina > melatonina =
metoxitriptofol = hidroxitriptofol = &cido
metoxindolacético >  serotonina =  &cido
hidroxindolacético (Sze et al., 1993). O efeito
inibitério da melatonina também foi descrito como
inibidor do crescimento de cdlulas tumorais mamérias
e das células do cancer de prostata (Marelli e al.,
2000; Hill & Blask, 1988; Cos & Séanchez-Barcelo,
1994).

O efeito adverso dos inddis sobre a viabilidade
celular também foi investigado (Sze et al., 1993).
Estudos recentes revelaram que as linhagens celulares
de cancer de mama (MCF-7 e T47D) nado foram
inibidas pelo horménio melatonina e o tratamento
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Figural- Efeito damelatoninasobre aproliferagdo celular invitro nascdulas
do carcinomaepidermoidedelaringe (H.E.p-2). * p<0,05 comparado ao con-

trole(Anova, testede Tukey).

seqiiencial com melatonina e &cido retindico,
induzindo apoptose nas células tumorais MCF-7, ndo
€ capaz de suprimir a proliferacdo celular, devido uma
auséncia de estimulagdo dos receptores do acido
retindico pela ndo utilizagdo prévia da melatonina
(Papazisis et al., 1998; Eck et al., 1998).

Nossos resultados estdo de acordo com os
efeitos antiproliferativos descritos para os inddis,
exceto na dose de 10 mg/ml. Entretanto, o mecanismo
pelo qual o horménio suprime o crescimento das
células tumorais ndo esti elucidado, necessitando de
mais pesquisas para demonstrar o papel
anticancerigeno da melotonina.

Alteracdes eletrofisiolégicas induzidas pela
melatonina sobre células H.Ep.-2 em cultura

Diferentes correntes de cdula inteira induzidas
em H.Ep.-2 foram registradas (Figuras 2A e 2B):
correntes do tipo R, caracterizadas por uma fraca
dependéncia de voltagem para valores negativos
(Figura 2C) e correntes do tipo S, que mostraram uma
forte retificacdo para potenciais hiperpolarizados

(Figura 2D). Uma vez que o ganal (0,5 %) foi utilizado
para a diluicdo da melatonina, foi preciso testarmos
os efeitos desse agente sobre as correntes
macroscopicas dos tipos R e S. O etanol reduziu a
amplitude média dos dois tipos de correntes, sem,
entretanto, alterar sua dependéncia de voltagem
(Figura 2C e 2D).

A acdo da melatonina (5.0, 10.0 e 15.0 mg/
ml) sobre as correntes de células inteiras em H.Ep.-2
esta ilustrada na Figura 3. A amplitude média de
corrente dos tipos R e S alcancaram os seus valores
maximos na concentragdo de 10.0 mg/mL de
melatonina, enquanto os outros valores de
concentragdo (5.0 e 150 mg/ml) ndo foram
significativamente diferentes do controle (p>0.05).

Esses dados reforgam os resultados da agéo
proliferativa da melatonina numa dose especifica sobre
as cdulas H.Ep.-2. Provavelmente a dose de 10.0 mg/
ml represente a resposta mais efetiva do crescimento
celular sobre as células estudadas, por ativar as
corretnes do tipo R e S (independente e dependente
de voltagem respectivamente).
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Figura2 — Curvas corrente versus voltagem (I-V) para os diferentes tipos de correntes de célulainteira. A e B, registros das correntes do
tipo Re S, em cdulasindividuais, aivadas a partir de 0 mV nafaixaentre +110 mV a-110 mV, em intervalos de pulsosde 10 mV; C e
D, curvas |-V paraas correntes do tipo R e S nas condicdes controles sem dcool (., n=3en=5, respectivamente) e controlescom

dcool (L n=5 paraambos).

Trabalhos recentes demonstram que varios
canais ibnicos expressos em células de tumores
participam diretamente de sua proliferagdo: i) Os
canais de K*, presentes em células de cancer de mama
humano, glioma C6 de humanos e ratos;
adenocarcinoma colénico de humanos; prostata de rato
e de mieloma humanos RPM1-8226 (Grimes et al.,
1995; Woodfork et al., 1995; Skryma et al., 1997;
Shen et al., 1999; Kohler et al., 2000; Malhi et al.,
2000; Rouzaire-Dubois et al., 2000; Fraser et al.,
2000; Rane, 2000; Ranson & Sontheimer, 2001); ii)
0s canais de célcio de células de cancer de tumor
prostético humano, carcinomas renal e pancreatobiliar,
mieloma e prostata humana (Viglione et al., 1995;

Kohn et al., 1996; Wasilenko et al., 1996); iii) canais
de cloreto de células de céncer de mama humana;
colon T84, mielomas, astrocitomas humano e glioma
C6 de rato (Levitan & Garber, 1995; Chou et al., 1995;
Ulhich et al., 1995; Rouzaire-Dubois et al., 2000); e
iv) canais de sodio de células de cancer de mama
humana, pulmao e préstata de ratos (Grimes et al.,
1995; Blandino et al., 1995; Fraser et al., 2000).

As jungBes comunicantes ou “gap junctions”
também tém uma participagdo efetiva na proliferacéo
celular. A expressio das jungdes regula o ciclo cdular
em tecidos normais e a auséncia destas juncdes €
observada entre as células de tumores (Grossman et
al., 1994; Laird et al., 1999). E importante salientar
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Figura3 — Amplitude média de corrente de cdlulainteira em resposta a um pulso de voltagem variando de 0 mV para+70 mV
paraas correntes do tipo R (lado esquerdo) e do tipo S (lado direito), em diferetnes concentractes de melatonina.

gue entre todos os tipos de canais i6nicos expressos
em células excitéveis e ndo excitéveis, os canais de
K* sdo os mais diversificados do ponto de vista
estrutural e funcional (Hille, 1992).

Além do cancer existem varias doencgas
gendticas humanas relacionadas & mutaghes de genes
estruturais de canais idnicos, como a paralisia
periddica hipercaémica familiar e a fibrose cistica. A
primeira é causada pelos canais de Na* do musculo
esquelético, o qual permanece aberto por um periodo
muito longo na presenca de altas concentragdes de
potassio extracelular; a segunda ocorre quando os
canais de cloreto perdem sua regulacdo (Hille, 1992).

Estudos realizados por Klein et al.,(1999)
demonstraram que células de HeLa com semelhangas
as H.Ep-2 expressam dois tipos de canais permedveis

a0 K*: canais de Kt ativados por C&* (independente
de voltagem) e canais de K* retificadores para o
interior, independente de Ca?* (Diaz, et al, 1995;

Sauvé et al., 1990, Sauvé 1986). Outros estudos vém

demonstrando que a acdo de substancias inibidoras

dos canais de K* sdo capazes também de inibir a
proliferac@ de linfacitos T e B e das cdulas de gordura
marrom em cultura de tecidos normais (Woodfork et

al., 1995). A inibicdo da proliferacdo celular, através

de substancias inibidoras dos canais de K, tem sido

estudada também em céulas tumorais de linfomas e
carcinomas podendo eventualmente ser utilizado no
tratamento do cancer (Woodfork et al., 1995, Grimes

e al., 1995; Skryma et al., 1997, Bianch et al., 1998;

Wang et al., 1998; Meyer & Heinemann, 1998).
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INCONSISTENCIES IN THE MORPHOLOGY OF SOME INDIVIDUALS OF THE GENUS
TERPSINOE (EHREMBERG) (BIDDULPHIACEAE)
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ABSTRACT

The fine structure of Terpsinoe sp., a diatom from the coastal region of Sergipe, Brazil is described.

Key words: Sergipe, diatom, Terpsinoe, rimoportula.

RESUMO

Descreve-se a estrutura fina de Terpsinoe sp., diatoméacea da regido costeira de Sergipe, Brasil.

Palavras chave: Sergipe, diatomacea, Terpsinoe, rimoportula.

INTRODUCTION

Terpsinoe Ehr. is a very distinctive genus with
a precise ecological distribution. Its structure and
ecology are very close to its relative Hydrosera Wall
(Round & al., 1990).

The valvar structure of the specimens in the
materid presented in this paper was examined by light
microscopy (LM) and scanning electron microscopy
(SEM). Some inconsistencies found are briefly
described.

MATERIAL AND METHODS

Specimens examined in this study were
collected monthly during one year, a the Piaui-Fundo-
Red egtuarine system, in the coadta region of Sergipe,
northeast Brazil.

A plankton net with a mesh size of 60 um was
used. Specimens were preserved in 4% buffered
formalin. For permanent slides preparation, the
material was rinsed with distilled water to remove
salts, and oxidized boiling for one hour in 30%
hydrogen peroxide to remove organic matter. For
electron microscopy (SEM), the oxidized material was
washed in deionized digtilled water.

Approximately 40 specimens were observed
under the electron microscope JEOL JEM-1200, at
the University of Rhode Island, United States.

RESULTS AND DISCUSSION

Dimensions. 40-150 um lenght of apical axis,
35-55 pum lenght of pervalvar axis.

Bipolar cells, rectangular in girdle view, with
characteristic pseudosepta; undulate in valve view.

! Departamento de Biologia,Universidade Federal de Sergipe. Av. Marechal Rondon s/n; Jardim RosaElze, Sdo Cristévao, SE. 49100-000.
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Valves, with variable number of undulations
(4-8 observed) and dightly capitate apices terminating
in pseudocdli (Fig. 1).

Vave face and mantle covered with a very s-
licified meshwork with openings of variable sizes, hav-
ing the margins covered with rows of spines. Exter-
nally on the vave face no areolar structure was clearly
divised. Siliceous outgrowths were noticeable inside
of these openings (Fig. 2). The meshwork is compa
rable to the coarse areolation covering the valve face
and mantle of Hydrosera (Round et al, 1990).

A conspicuous festure was observed off-centre
over the vave face, an apparently unknown process,
designated here as a “receded-process” (Fig. 2), be-
cause of its position, surrounded by the meshwork.

002657 .86KU X800  1@pa

Figure 1. Terpsnoesp. External valvar structure.

w T
L
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Figure 2. Terpsinoe . “receded-process’
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Probably, this process has a short stalk under-
neath the enlarged upper part, but internally on the
valve face, no openings or projections were noticed
(Fig. 3). No rimoportulae were observed internally
as well as externaly on the valve face, what is a char-
acteristic of this genus (see Round & al. 1990).

Figure 3. Terpsinoesp. Internal valvar structure.

The pseudocelli seems to be finely ‘porate and
are covered with small spines. Two large spines (up
to 1,5 um), visible in LM, were placed well apart in
the pesudocdli, diverging from the origin in an angle
(Figs. 4 and 5). Although, these large spines were
absent in few of the cells observed (Fig. 6). Similar
spines were observed in the genus Hydrosera Wall.
(Ricard, 1987 and Round & al., 1990) placed around
the outer rim of the pseudocelli.

Girdle finely areolated, with the punctate type
of areolae arranged in a quincunx (Figs. 1 and 5). No
similar processes or spines were observed in T.
americana (Bail.) Rdfsand T. musica Ehr.,, common
gpecies in the study area.
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The morphology of genus Terpsinoe

Fig ure 6. Terpsinoe sp. Pseudocelli without largespines

The description of the genus (Ehremberg
1843) did not mention processes or spines (Terpsinog
Musikthierchen.. Tafel 11, iv. 1. vii. 30). In Schmidts
Atlas (1874-1959), clear drawings of Terpsinoe spp.
(Taf. 199, 1-8, 9-13; Taf. 200, 1-6, 7-8, 15-19), are
also deprived of such structures.

The diatom in Van Heurk (1899: 453, Fig.177),
Terpsinoe (Pleurodesmium) Brebissonii, shows similar
features as those for the cell described here. However,
no spines or processes were observed.

Terpsinoe sp. was found in coastal waters
ranging from euhaline to oligohaline. Considering the
relatively large number of cells studied and the
observations presented here, further investigation is
necessary in order to characterize this genus.
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INFLUENCIA DA MASSA CORPORAL E DA TEMPERATURA NO DESLOCAMENTO E NA
VOCALIZACAO DE TRES ESPECIES DE ANUROS DO CERRADO

Daniel Oliveira Mesquital
Helga Correa Wiederhercker 2

RESUMO

Estudou-se a influéncia da massa corporal e da temperatura do ar no deslocamento e vocalizagdo de Bufo paracnemis, Bufo
rufus e Leptodactylus ocellatus. As correlagdes entre massa corpora e deslocamentos ndo foram significantes, indicando que
a ocupacdo de éreas para vocalizagOes independem do tamanho do animal. As demais correlagdes ndo significantes podem
estar relacionadas ao limiar critico de temperatura para atividade e reduzido nimero de individuos na érea de estudo.

Palavras-chave: anuros, vocalizac&o.

ABSTRACT

The influence of body weight and air temperature on the movement and vocaization of Bufo paracnemis, Bufo rufus and
Leptodactylus ocellatus were studied. The correlation between body weight and movement was not significant, suggesting
that the occupation of a site for vocalization is not dependent on the size of the animal. The other non-significant correlations
could be related to a critical threshold for temperature for activities and to the reduced number of individuals in the area.

Key-words: anuran, vocalization.

INTRODUCAO

O cerrado é um bioma relativamente rico em
espécies de anuros, 38 conhecidas somente para o
Distrito Federal (Colli et al., in press), entretanto,
pouco se conhece sobre a biologia reprodutiva destas
espécies. Varios fatores podem influenciar a duracdo
do periodo reprodutivo e o comportamento de uma
espécie de anuro, tais como clima, sazonalidade,
competicdo e densidade. Os padres temporais de
reproducdo dos anuros estdo distribuidas em duas
categorias: explosiva e prolongada (Wells, 1977). A
reproducdo explosiva caracteriza-se por um grande
nimero de individuos ativos durante um curto espaco

de tempo. Neste caso, 0 sucesso do acasalamento
depende da capacidade do macho em encontrar as
fémeas. Na reproducéo prolongada, o periodo em que
ocorrem 0s acasalamentos € maior, porém apenas uma
parte dos individuos esta ativa a cada dia. Neste caso,
a atracdo das fémeas pelos machos vai depender da
sua capacidade de atrai-las para o local em que esta
vocalizando, competindo por postos melhores,
tentando evitar a proximidade de outros machos
(McVey ¢ al., 1981; Wells, 1977; Emlem & Oring,
1977)

Os anuros que tém reproducdo prolongada
utilizam a vocalizagdo para atracdo das fémeas até
seus postos, determinando que a capacidade de

! Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal deBrasilia 70910-900.
2 Departamento de Ecol ogia, Instituto de Biol ogia, Universidade Federal deBrasilia. 70910-900.
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vocalizagdo destes machos, o tamanho e o tempo de
vocalizagdo podem ser fatores determinantes do
sucesso reprodutivo (Woolbright, 1983; Wells, 1977).

O objetivo deste trabalho foi verificar a
influéncia da massa corporal e da temperatura no
deslocamento e vocaizacdo de Bufo paracnemis, Bufo
rufus e Leptodactylus ocellatus em uma lagoa
localizada na Reserva do Roncador - RECOR - IBGE,
Distrito Federal.

MATERIAL E METODOS

Os dados foram coletados em uma lagoa
formada por uma barragem no Cérrego Monjolo, na
Reserva Ecolédgica do IBGE (15° 55' S e 47° 51' W),
Stuada a 35 Km a0 sul do centro de Brasilia A lagoa,
bem como a pequena ilha no seu interior, foram
mapeadas utilizando-se marcas a cada 3 metros em
sua margem. Os animais eram capturados, marcados
e anotados os dados referentes a dia de captura, hora,
local e massa corporal, sendo devolvidos no mesmo
local da captura. A temperatura do ambiente foi
registrada em cada uma das visitas feitas na lagoa
(trés vezes por noite). Os dados foram coletados entre
os dias 26 e 31/09/98. Os dados de dedocamento foram
coletados quando o individuo era capturado pelo
menos duas vezes, através da unido dos pontos,
obtendo seus deslocamentos em relagdo a margem.

Quando estes animais estavam vocalizando,
coletou-se 0 nUmero de vocdizagdes a cada 10 minutos
(B. rufus) e o tempo de cada vocalizagdo (B.
paracnemis). Os métodos de coletas ndo foram os
mesmos porque o tempo de cada vocalizacdo de B.
rufus era muito curto, a contrério de B. paracnemis.
Para a andlise dos dados foram feitas correlaghes entre
massa corporal e vocalizagbes, massa corporal e
deslocamento e temperatura do ar e ndimero de
individuos, utilizando-se o] programa
SYSTATFPU.5.2.1 para Macintosh.

RESULTADOS

Foram marcados 10 individuos de Bufo
paracnemis (um destes j4 estava marcado em
levantamento anterior, realizado em 1997), com massa
variando entre 105-700g; 17 individuos de Bufo rufus
com massa entre 30-102g e 11 individuos de
Leptodactylus ocellatus, com massa entre 25-150g.

A andlise da massa corporal e deslocamento
de Bufo paracnemis (r=0.22, p=0.64), Bufo rufus
(r=0.50, p=0.14) e Leptodactylus ocdllatus (r=-0.073,
p=0.88) mostrou que ndo ha correlagdo entre a massa
corpora e o dedocamento (Fig. 1). Nestas correlagOes
utilizaram-se individuos recapturados pelo menos duas
vezes. 7 individuos de B. paracnemis, 10 B. rufuse 7
L. ocellatus.

O deslocamento médio dos individuos de B.
paracnemis variou de 0 a 54m, 0 a 90m em B. rufos e
0 a30mem L. ocellatus.

N&o houve correlacéo significativa entre a
temperatura do ar e o nimero de individuos das trés
espécies presentes na lagoa: B. paracnemis (r=-0.31,
p=0.69), B. rufus (r=-0.83, p=0.17) e L. ocdllatus (r=-
0.37, p=0.63) (Fig. 2).

N&o houve correlagdo significativa entre as
vocalizagBes e a massa corpora dos dois bufonideos:
B. paracnemis (r=0.25, p=0.59) e B. rufus (r=-0.37,
p=0.63) (Fig. 3).

Além das 3 espécies estudadas, foram
registradas as presencas de Hyla minuta, Hyla
albopunctata, Scinax fuscovarius e Leptodactylus
labyrinthicus na &rea de estudo.

DISCUSSAO

Os resultados nao significantes ndo indicam
necessariamente que estas espécies ndo apresentem
comportamento territorial no sentido de defender uma
&rea fixa de outros individuos (McVey et al., 1981).
Existem estudos sobre B. paracnemis indicando que
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os individuos vocalizam na sua area durante uma
noite, porém ndo apresentam fidelidade de
permanéncia, mudando de local em outras noites
(Perotti, 1994). Esta caracteristica pode ser
considerada intermediaria entre 0s comportamentos
territoriais em gue machos procuram posicfes mais
atrativas para as fémeas (tipicos de reproducdo
prolongada) e a busca ativa dos machos pelas fémeas
(tipico de reproducdo explosiva) (Wells, 1977).

A correlacdo ndo significativa entre a disténcia
percorrida e a massa corporal dos individuos das trés
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de Bufo paracnemis, Bufo rufus eLeptodactylus ocdllatus, lagoano
Cdrrego Monjolo, RECOR - IBGE.

egpécies estudadas, podem indicar que machos maiores
ndo apresentem preferéncia de ocupacdo de éareas
durante as vocalizagBes, como pode ocorrer em outros
vertebrados. Por exemplo, Rintaméaki (1995) observou
que os machos menores de Tetrao tretix (Aves,
Tetraonidae) procuravam porgdes do ambiente n&o
ocupadas como forma de diminuir a competicdo com
machos dominantes. Gittins (1980) descreveu que 0s
machos menores de Bufo bufo que chegavam primeiro
aos sitios de vocalizagdo aumentavam suas chances
de acasalamento.
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paracnemis e Buforufus, lagoano Corrego Monjolo, RECOR - IBGE.

N&o houve também relacdes significativas entre
temperatura do ar e nimero de individuos, ao contrario
de Bufo bufo, nos quais o nimero de individuos
aumentava com o aumento da temperatura do ar
(Gittins et al., 1980). A causa da ndo significancia
destas variaveis, observado neste estudo, tavez tenha
sido devido a temperatura ambiente (21-26°C) ndo
ter atingido niveis criticos para a atividade destes
animais no periodo estudado.

Os machos das espécies que apresentam
reproducdo prolongada, utilizam a vocalizagdo para
atracdo das fémeas, assim a capacidade de vocalizacdo
destes machos pode ser um fator determinante do
sucesso reprodutivo (Wells, 1977). Entretanto, no
presente trabalho ndo foram encontradas relacdes

significativas, provavelmente devido ao reduzido
nimero de animais vocalizando durante o periodo
estudado.
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ASPECTOS TAXONOMICOS E ECOLOGICOS DE BOTHROPS MOOJENI HOGE, 1966 (SERPENTES,
CROTALINAE) DO TRIANGULO E ALTO PARANAIBA, MINAS GERAIS, BRASIL

Renato Gomes Faria *
Vera Llcia de Campos Brites 2

RESUMO

Foram estudados aspectos da biometria, folidose e ecologia de Bothrops moojeni. Fémeas tém maiores proporgdes cefdlicas e
corporais do que machos. Os individuos foram mais freqlientes nos periodos de dezembro-fevereiro (verdo) e maio (outono);
ocorrendo das 14:01 as 16:00 horas. O substrato utilizado mais freqiientemente foi as proximidades de corregos, rios e lagoas.
Discute-se a variacdo observada relacionando-a a reproducgdo e habitos alimentares.

Palavras-chave: Bothrops moojeni, taxonomia, ecologia

ABSTRACT

Aspects of biometry, pholidosis and ecology of Bothrops moojeni were studied. Females have bigger cephalic proportions than
males. Individuals were more frequent in the period December-February (summer) and May (autumn), occurring from 14:01
to 16:00 hrs. The most frequently used substrate was in proximity to creeks, rivers and lakes. The observed variations are

discussed in relation to reproduction and feeding habits.

Key-words: Bothrops moojeni, taxonomy, ecology.

INTRODUCAO

Bothrops moojeni Hoge, 1966 foi descrito com
base em uma fémea coletada no Distrito Federal
(Hoge, 1965). E uma espécie de ampla ocorréncia, do
Piaui ao nordeste do Paraguay, ocupando varios
biomas (Campbell & Lamar, 1989; Belluomini &
Autuori, 1982; Brites & Bauab, 1988; Wister et al.,
1994).

O presente trabalho fornece informagdes sobre
biometria e aspectos ecolgicos (substratos utilizados,
horérios de coleta e distribuicdo de freqiiéncia sazond)

de Bothrops moojeni do Tridngulo e Alto Paranaiba,
Minas Gerais, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 espécimes (30 machos e
30 fémeas) de B. moojeni provenientes do Tridngulo
e Alto Paranaiba, Minas Gerais, depositadas na
colegéo de herpetologia do Museu de Biodiversidade
do Cerrado da Universidade Federal de Uberlandia
Para o estudo da ecologia foram utilizados dados

! Departamento de Zool ogia, I ngtituto de Biologia, Universidade Federal deBrasilia. 70910-900.

2ngtituo de Biologia, Universidade Federa de Uberlandia.
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obtidos nas fichas de recebimento das serpentes doadas
ao Setor de Manutencdo de Répteis (Criadouro
Conservacionista — Finalidade Cientifica), durante o
periodo de 1986 a 1994, totalizando 159 espécimes.

Todas as varidveis morfométricas foram
logaritmizadas. O tamanho do corpo foi definido como
uma varidvel de tamanho (isométrica), seguindo os
procedimentos descritos por Somers (1986). Primei-
ro, 0s escores de um autovetor de tamanho (isométrico)
definido a priori como p %5, foram obtidos pela multi-
plicagdo da matriz n versus p dos dados Iog -trans-
formados, onde n é o nimero de observa(;o& e péo
autovetor isométrico (Jolicoeur, 1963; Somers, 1986).
Para remover o efeito do tamanho das variaveis
morfométricas, foram obtidos os residuos das regres-
sbes de cada varidvel pela variavel tamanho
(isométrico) do corpo. Realizou-se entdo uma andlise
de componentes principais (ACP) das variaveis
morfol gicas tamanho-gjustadas, para examinar di-
ferengas morfoldgicas entre os sexos. Para verificar
se as diferencas na forma de machos e fémeas de B.
moojeni sdo significativas, foi utilizado a anélise
multivariada de varidncia (MANOVA) com os trés
primeiros fatores.

As escamas dorsais foram contadas em trés
regides. proximo da cabega, meio do corpo e proximo
da cloaca. As escamas ventrais foram contadas a par-
tir da primeira escama mais larga que longa, até a
anal. As subcaudais foram contadas do lado direito, a
partir da ana até o fina da cauda. Foram contadas as
supra e infralabiais direitas e esquerdas. A ana e as
subcaudais foram analisadas quanto a forma dupla ou
simples. Os dados meristicos e morfométricos foram
analisados por andlise de varidncia multivariada
(MANOQOVA) e andise discriminante, através do pro-
grama SYSTATFPU 5.2.1 para Windows. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%, os dados estéo apre-
sentadas como média + desvio padréo.

A sexagem foi obtida por observacdo do
hemipénis evertido ou por um pequeno corte
longitudinal mediano a partir das primeiras
subcaudais, permitindo a visualizag&o da presenca ou

ndo dos cordBes que alojam o hemipénis introvertido.

Os parémetros ecoldgicos analisados foram
horérios de coleta, sazonalidade e recursos utilizados
(substrato).

RESULTADOS

O tamanho do corpo varia entre 0s sexos
(ANOVA, F1,58 = 6,37; p=0,01); a andlise de
componentes principais (ACP) dos dados morfol gicos
tamanho-ajustados mostrou diferencas morfoldgicas
adicionais (Tabela 1 e 2). Os dois primeiros
componentes principais acumularam 91,04% da
variéncia explicada pelo conjunto dos componentes
da ACP. A andlise de varidncia multivariada aplicada
aos trés primeiros componentes principais mostrou
diferenca significativa na forma de cada sexo
(MANOVA, Lambda, Wilks = 0,6067, p<0,00001,
N=60). Valores positivos no primeiro componente
principal estdo relacionados com maior largura de
cabega e, inversamente, menores comprimentos de
cauda e corpo. Valores positivos do segundo
componente estdo relacionados com maior
comprimento de cauda e, inversamente menores
comprimentos da cabeca e do corpo. O comprimento
total (comprimento da cabeca + comprimento do corpo
+ comprimento da cauda), sem distingdo de sexo,
variou de 617mm a 1416mm.

As diferengas de folidose nos machos e fémess
de B. moojeni foram significantivas (MANOVA,
Lambda, Wilks=0,6519; p<0,00001; N=60). O
nimero de subcaudais, dorsais - 2 (meio do corpo),
ventrais e dorsais - 1 (préximo a cabecga), foram as
gue contribuiram para as diferencas encontradas. Os
machos apresentaram subcaudais mais numerosas que
as fémeas; estas maior nimero de escamas dorsais-1
e ventrais que os machos (Tabela 3). A ana
apresentou-se inteira em todos o0s espécimes
analisados; as subcaudais divididas. O nimero de
escamas supraabiais foi 7 em ambos os lados, excegéo
apenas de uma fémea que apresentou 8 escamas do
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Tabelal. Bothrops moojeni, estatisticadadistribuico defreqiiéncia(C- comprimento, mmeL - largura, mm). Vaores
entreparéntescorrespondem asvari avelsmorfol 6gi castamanho-ahj ustadas.

Machos (N = 30) Fémeas (N = 30)
Medidas - y = . ,
)_(idp Min - Max Xidp Min - Max
Tamanho do corpo 1,990,13 1,60-2,16 2,08+0,16 1,67-2,33
Cabega- C 3,90+054 2,70-4,80 4,65+0,83 3,05-6,10
(-0,01#0,02) (-0,08-0,05) (0,01%0,03) (-0,04-0,06)
Cabeca- L 2,34+037 1,45-3,10 2,79+0,63 1,30-3,90
(-0,01+0,04) (-0,01%0,04) (0,01£0,05) (-0,12-0,11)
Corpo-C 80,80t12,99 51,00 - 106,00 91,20t15,60 50,00 119,00
(-0,0010,02) (-0,03-0,04) (0,001+0,02) (-0,04-0,07)
Cauda- C 13,52:2.22 8,00—-17,50 13,35¢2,32 7,50—17,00
(0,02£0,03) (-0,03-0,08) (-0,020,04) (-0,12-0,07)

dp = desvio padréo damédia

Tabela2. B. moojeni, escoresdostrés primei roscomponentes principaisdasvari avel smorfol 6gi castamanho-gj ustadas.

ComponentesPrincipais

Variaveis 1 2 3
Comprimento da cabega 0,21 -0,92 0,34
Largurada cabeca 094 0,26 -0,20
Comprimento do corpo -0,69 -0,61 -0,40
Comprimento da Cauda -0,75 0,63 0,36
Varianciaexplicadapel os componentes
1,98 1,66 0,36

Porcentagem de varianciaexplicada

49,42 41,62 8,96

Tabela3. B. moojeni, estatisticadadistribuicdo defregiiénciados caracteresmeristicos (1 - proximo acabega, 2- meio
do corpo, 3- proximo acloaca, D - lado direito e E - lado esquerdo).

Macho (N=30) Fémeas (N=30)
Escamas ;(idp Min - Max ;(idp Min -Max
Dorsais—1 26,80+0,55 25-27 27,32+0,79 26-29
Dorsais—2 25,56+0,81 24-27 26,55+1,28 25-29
Dorsais—3 20,66+0,66 19-21 21,09+0,59 20-23
Ventrais 196,90+4,27 189-207 201,3846,52 194-225
Subcaudais- D 65,06+3,91 56-73 58,67+5,50 40-70
Supraabiais- D 7+0 7 7,03+0,18 7-8
Supralabiais- E 7140 7 7+0 7
Infralabiais - D 9,60+0,67 811 9,93+0,77 812
Infraabiais - E 9,70+0,70 811 9,80+0,75 811

dp = desvio padréo
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lado direito.

Quanto & sazonalidade Bothrops moojeni
ocorreu com maior freqiiéncia durante o verdo e outono
(Figura 1).

Com relagdo aos substratos utilizados, os
individuos foram encontrados principalmente
préximos a agua (lagoas, corregos, rios e tanques de
piscicultura), pastagens, proximos a sede de fazendas
e culturas. Estas serpentes foram encontradas com
menor frequéncia em ruas ou rodovias asfaltadas,
interior de residéncias, montes de lenha, currais e
estradas rurais (Figura 2).

Quanto a distribuicdo de horérios, os individuos
foram mais freqlientes nos perfodos das 14:01 as 16:00
h e das 08:01 as 10:00 h, ndo tendo sido encontrado
nenhum espécime no intervalo das 04:01 as 06:00 h
(Figura 3).

DISCUSSAO

A andlise dos dados biométricos mostrou que
as fémeas de B. moojeni apresentam maiores
proporcdes cefdlicas, como observado para B.
alternatus (Mesquita, 1997). O dimorfismo sexua para
tamanho da cabega pode estar relacionado aos hébitos
alimentares; a variagdo sexua na forma da cabega,
seria primariamente devido a modificagdes de
estruturas tréficas. O aumento da cabeca em um dos
sexos serviria como estimulo visual, talvez em
exibicBes intraespecificas ou antipredatérias; este
aumento refletiria em maiores 6rgdos sensoriais ou
cérebro (Shine, 1989; Camilleri & Shine, 1990).
Forsman (1992) estudando Vipera berus na Europa,
propds que individuos com diferentes tamanhos de
cabega mas igual tamanho corpora difeririam em suas
taxas liquidas de ganho energético, isto &, teriam
diferentes taxas de aquisico de energia, mas com igua
custo de manutencéo. Estas variagBes poderiam
contribuir para diferencas individuais no sucesso de
forrageamento, taxa de crescimento e sobrevivéncia,
como verificado para os machos de Vipera berus

(Forsman, 1994). E possivel que o dimorfismo sexual
para tamanho da cabega em algumas espécies, resulte
também em diferencas de ganho energético em cada
sexo. Entretanto, para Bothrops moojeni ndo existem,
até o momento, dados na literatura que permitam
discutir estas hipéteses. As maiores proporgdes
cefélicas das fémeas de B. moojeni provavel mente
estejam relacionadas com o maior tamanho das
gléndulas de peconha (Bauab et al, 1992)

O maior tamanho do corpo, bem como nimero
mais elevado de escamas dorsais e ventrais
encontradas nas fémeas de B. moojeni, provavelmente,
sejam decorrentes de fatores adaptativos ao periodo
de gestacdo e a morfologia do sistema reprodutor da
fémea. Mais escamas dorsais permite nas espécies
viviparas maior distensdo do corpo durante o periodo
de desenvolvimento dos embrides como ocorre em B.
alternatus e Natrix natrix (Mesquita, 1997; Thorpe,
1989). A regido correspondente aos ovarios contém
maior nimero de ventrais quando comparados a regido
correspondente aos testiculos (Gomes & Puorto, 1993).
O aumento da cavidade abdominal das fémess levaria
também a uma maior eficiéncia reprodutiva, ja que as
fémeas maiores teriam condi¢des de produzir ninhadas
com maior nimero de individuos (Semlistsch &
Gibbons, 1982) como verificado em Smophis
rhinostoma, na qual o tamanho da ninhada esta
correlacionado com o ndmero de foliculos maduros e
também com o tamanho corpora da fémea (Semlitsch
& Gibbons, 1982; Jorddo & Bizerra, 1996). A evolugéo
do tamanho nos animais se deve a competicéo por
recursos entre 0s sexos ou simplesmente como
consequéncia de diferencas sexuais na biologia
reprodutiva (Shine, 1989).

Os machos de B. moojeni apresentaram a cauda
ligeiramente maior do que as fémeas, com o nimero
de escamas subcaudais maior. O aumento da cauda
dos machos provavelmente esteja relacionado a
acomodacdo do hemipénis e do musculo retrator,
tendo King (1989) mencionado que a extensdo deste
dimorfismo varia entre as espécies. O maior nimero
de subcaudais das B. moojeni provavelmente favoreca
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Figura2. B. moojeni, distribuicgo defregiiénciado substrato, 1986-1994.
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Figura3. B. moojeni, distribuicéo de freqliéncia dos horérios de coleta, 1986-1994.
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0 acasalamento aumentando o atrito, permitindo
melhor fixagdo da cauda no momento da copula

A folidose de B. moojeni do cerrado
corresponde a descrita por Campbell & Lamar (1989),
excecdo no nimero de ventrais que foi maior (189-
225) do que o relatado (179-210). Para B. mogjeni,
ndo existem informacfes suficientes na literatura que
permitam afirmar se o clima interfere na folidose,
necessitando assim de investigagBes taxondmicas com
espécimes de outras regides.

Os individuos foram mais freqlientes no veréo
e outono, periodo de reproducéo; os filhotes de B.
moojeni nascem no meio da estacdo chuvosa entre
fins de dezembro e janeiro, podendo os nascimentos
estenderem-se até marco (Leloup, 1984; Freitas,
1999); em espécimes de cativeiro obtive-se resultados
semelhantes, com 0 pico reprodutivo em janeiro (Méier
& Sandoz-Ogata, 1996).

B. moojeni utiliza o substrato terrestre,
ocorrendo com maior freqiiéncia préximo a agua,
provavelmente em decorréncia do possivel uso de
presas aquéticas ou semi-aqudticas em sua dieta. B.
moojeni, utiliza principalmente areas de mata e de
ecotono entre mata e o cerrado, sugerindo que a
escolha de habitat por estes animais pode estar
relacionado ao habitat de suas presas (Borges &
Araljo, 1998).

Encontramos na literatura vérios relatos de
ofiofagia como B. moojeni x Erythrolamprus
aesculapii, B. atrox x Leptodeira annulata e B.
jararacussu, alimentando-se de anuros e lagartos,
respectivamente (Brites, 1987; Puorto & Cordeiro,
1987; Marques, 1998). B jararacae B. jararacussu
ocorrem em locais préximos a agua incluindo anfibios
em sua dimentagcdo (Lema et al., 1983). B. moojeni
em cativeiro aceitam girinos de Rana catesbeiana e
neonato de Mus musculus (Brites, 1987; Faria, 1998).
Na natureza B. moojeni alimenta-se de ras, lagartos e
pequenos roedores (Freitas, 1999).

Os filhotes de vérias espécies de Bothrops
nascem com a extremidade da cauda branca inclusive
B. moojeni, o que favorece a prética “luring caudal”

mencionada por Sazima (1991) para B. jararacae B.

jararacussu. A utilizacdo desta tética de caca também

foi observada para juvenis de Tropidodryas striaticeps

(Sazima, 1993). Véarias espécies de serpentes utilizam

a tatica de forrageamento de “senta-e-espera’

(Mattison, 1995), estas serpentes tém normalmente
coloragBes cripticas no corpo e na cabega com a
extremidade da cauda mais clara, o que permite
atrairem suas presas movimentando-a. Esta tética é
comum em juvenis que se alimentam de lagartos e
anfibios; com a maturidade perdem estas

caracteristicas, devido a mudanga na dieta, ou em

conseqliéncia da inabilidade de grandes serpentes para

a tética de caca.

Leloup (1984) propOs que a agua atuaria como
reguladora da temperatura em Bothrops moojeni. E
provavel que a preferéncia desta espécie pela
proximidade da &gua estgja associada as duas
hipdteses, tanto na captura de presas aguaticas ou
semiaquéticas, quanto no auxilio da termorregul agéo.

O segundo substrato mais utilizado por B.
moojeni foram as pastagens, como descrito também
para B. alternatus (Mesquita, 1997). Embora B.
moojeni tenha sido encontrada em diversas culturas,
no Tridngulo e Alto Paranaiba predominam as
pastagens, 0 que justifica a maior ocorréncia destes
animais neste substrato.

A proximidade de Bothrops moojeni a sede de
sitios e fazendas possivelmente se deva a presenca de
roedores em locais de armazenamento de gréos, ou
mesmo a presenca de restos de alimentos préximos as
residéncias que favorecem a presenca de roedores, que
acabam atraindo as serpentes. A ocorréncia das
serpentes em estradas asfaltadas coincidem com a
coleta noturna executada pela equipe de seguranca da
Usina Hidrelétrica de Emborcacdo — CEMIG,
Araguari.

Embora Bothrops moojeni tenha hébitos
noturnos (Leloup, 1984), esta espécie foi coletada em
praticamente todos os periodos da manhd até a noite
conforme também notado por Puorto (1992). O maior
nimero de espécimes foram coletados durante o dia,
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coincidindo com as jornadas de trabalho dos
trabalhadores rurais. B. moojeni ndo foi encontrada
entre 04:01 h e 06:00 h, provavelmente devido ao fato
destas serpentes se recolherem as tocas para fugir do
frio intenso da madrugada (por volta das 04:00 h)
como relatado por Leloup (1984).
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ASPECTOS TAXONOMICOS E ECOLOGICOS DE UMA POPULAGCAO DE BOTHROPS ALTERNATUS
DUMERIL, BIBRON & DUMERIL, 1854 (SERPENTES, VIPERIDAE) DAS REGIOES DO TRIANGULO E
ALTO PARANAIBA, MINAS GERAIS

Daniel Oliveira Mesquita *
Vera Lucia de Campos Brites 2

RESUMO

Foram analisados aspectos morfol 6gicos e ecoldgicos de uma populagdo de Bothrops alternatus (caracteres meristicos e
morfomeétricos; sazonalidade, atividade didria e substrato) das regides de cerrado do Tridngulo e Alto Paranaiba, Minas
Gerais. Machos e fémeas diferem significantemente com relacdo ao nimero de escamas dorsais, ventrais e sub-caudais. A
cabeca e 0 comprimento do corpo (rostro-anal) das fémeas sio maiores, provavel mente uma adaptacéo rel acionada a reproduggo.
Os individuos foram mais freglientes no outono e inverno e préximos a &gua, areas de pastagens e agricolas. O pico de
atividades diéria foi entre 07:00-09:00 horas.

Palavras-chave: Bothrops alternatus, ecologia, taxonomia

ABSTRACT

The morphological and ecological aspects of populations of Bothrops alternatus (meristic and morphometry; seasonality, daily
activitiesand substrate) were analyzed in individual s collected in two cerrado regions, the Triangulo Mineiro and Alto Paranaiba,
Minas Gerais. The differences between males and females were significant in relation to the number of dorsal, ventral and
subcaudal scales. The head and body (snout-vent) of females are larger than in males, probably an adaptation related to
reproduction. The individuals were frequent in the autumn and winter and near water, grazing and agricultural areas. The
peak of daily activity was between 07:00-09:00 hours.

Key-words: Bothrops alternatus, ecology, taxonomy.

INTRODUCAO

Bothrops alternatus Duméril, conhecida
popularmente no Brasil como urutu, cruzeiro, urutu
cruzeiro, ocorre ao sul de Goiés até o Paraguai,
podendo ser encontrada em locais Umidos e secos
(Campbell & Lamar, 1989; Lema, 1987). A espécie
foi redescrita por Amaral (1933/34) utilizando
exemplares procedentes de vérias regides do Brasil e
Uruguai. Vanzolini & Brandéo (1944-45) citam que

esta espécie apresenta forte dimorfismo sexual na
folidose. Entretanto, nestes trabalhos ndo foram
analisados espécimes provenientes do cerrado.

O objetivo deste trabalho é caracterizar a
populacdo de Bothrops alternatus do cerrado do
Tridngulo e Alto Paranaiba, Minas Gerais, quanto a
folidose e morfometria e apresentar um sumario
ecoldgico sobre a sazonalidade, padrdes de uso de
recursos (substrato) e horario de captura dos
espécimes.

! Departamento de Zoologia, Ingtituto de Biologia, Universidade Federal deBrasilia 70910-900.

2| nstituo de Biologia, Universidade Federa de Uberlandia.
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MATERIAL E METODOS

Para os estudos de folidose e morfometria foram
analisados 39 exemplares (14 machos e 25 fémeas)
de Bothrops alternatus provenientes do Tridngulo e
Alto Paranaiba, Minas Gerais. Os exemplares estéo
depositados no Museu da Biodiversidade do Cerrado
da Universidade Federa de Uberlandia.

Os caracteres meristicos utilizados foram
nimero de escamas dorsais, contadas proximo a
cabeca, nNo meio do corpo e proximo a escama and;
ventrais, a partir da primeira escama mais larga que
longa, apds as escamas geneais até a and; subcaudais,
da anal até a extremidade posterior da cauda; supra e
infralabiais, contadas do lado esquerdo e direito da
cabega; condi¢do da anal quanto a forma - dupla ou
simples.

As medidas corporais utilizadas foram o
comprimento e largura da cabega, largura interocular,
comprimento rostro-anal e comprimento da cauda.

A sexagem foi obtida pela observacdo do
hemipénis evertido ou através de um pequeno corte
longitudinal mediano & partir das primeiras
subcaudais. Os dados morfométricos foram obtidos
com auxilio de um paguimetro para comprimento da
cabeca (CCA), largura da cabeca (LCA) e largura
interocular (L10), as demais medidas - comprimento
rostro-ana (CRA) e caudd (CCAU), foram feitas com
fita métrica decimal.

Os dados
logaritimizados. O comprimento rostro-anal foi
considerado como o tamanho do corpo das serpentes.
Andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para
verificar se existe diferenca no tamanho do corpo entre
0s sexos. Foi também utilizada uma andlise de
covariancia multivariada (MANCOVA), para verificar

morfométricos foram

diferencas significativas entre os sexos, com o
comprimento rostro-anal como covariavel, e uma
andlise discriminante. Os dados meristicos foram
analisados por uma MANOVA e andlise
discriminante. Todas as andlises estatisticas foram
feitas utilizando o SYSTATFPU 5.2.1 para Macintosh.

Os dados ecolégicos utilizados foram obtidos
durante o recebimento dos animais doados pela
comunidade ao Setor de Répteis-Criadouro
Conservacionista da Universidades Federal de
Uberlandia, no periodo de 1986 a 1994.

RESULTADOS

As diferengas na folidose dos machos e fémeas
de B. alternatus foram significatvas ( Lambda, Wilks
=0,281; p<0,001); as escamas subcaudais, dorsais-1
(préximas a cabega) e ventrais foram as principais
responsaveis pela diferenca. Os machos apresentaram
mais escamas subcaudais que as fémeas e estas
apresentaram mais escamas dorsais-1 e ventrais que
0s machos (Tabela 1).

Os individuos apresentaram dimorfismo sexual
de tamanho (ANOVA, p=0,04) e o comprimento da
cabeca (CCA) e largura da cabega (LCA) foram os
principais responsaveis pela diferenca (Wilks'
Lambda=0,589; p=0,001). As fémeas apresentaram
maior CCA e LCA que os machos (Tabela 2).

Os individuos ocorreram com maior freqiiéncia
nos meses de junho, outubro e setembro, e durante o
outono e inverno (Figura 1).

Quanto ao horario de captura, as serpentes
foram mais frequentes no inicio da manhg, entre 7:00
e 9:00 horas (Figura 2).

Com relag@o aos padrdes do uso de recursos,
as serpentes ocorreram principalmente em locais
Umidos, préximos a rios e cérregos. Ocorreram
também em &reas de pastagens, seguido por &reas de
culturas de cana, milho e hortalicas e nas proximidades
das sedes de sitios e fazendas, sendo pouco encontradas
nas estradas rurais (Figura 3).

DISCUSSAO

As fémeas de Bothrops alternatus do Tridngulo
e Alto Paranaiba apresentaram maior nimero de
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escamas ventrais que 0os machos, relacionado com a
morfologia do sistema reprodutor que apresenta
ovarios e ovidutos longos. Esta relagéo foi descrita
também em Boa congtrictor e B. jararaca (Gomes et
a., 1989; Gomes & Puorto, 1993). O maior nimero
de escamas dorsais nas fémeas, provavelmente se deve
a uma adaptacdo ao periodo de gestagcdo, quando
ocorre aumento do volume dos ovidutos para
acomodacdo dos embriGes em desenvolvimento com
consequente distensio da pele. Esta espécie apresenta
marcado dimorfismo sexud na folidose; as fémeas tém
maior nimero de escamas dorsais e ventrais, e 0s
machos tém maior nimero de subcaudais (Vanzolini
& Branddo, 1944-45). Fémeas de B. alternatus com
Corpo maior e escamas ventrais mais numerosas
corroboram com a presenca de maior niumero de
marcas naturais dorsais nas fémeas (Mesquita, 1997).

O maior tamanho da cabega das fémeas esta
relacionado com o tamanho do corpo e com a maior
producdo de veneno, como também foi descrito para
B.alternatus, B. pradoi e B. atrox (Bauab et al., 1992;
Bias et al., 1976/77; Beluomini et al., 1991).
Provavelmente, o maior tamanho do corpo das fémeas
deva-se a viviparidade nestas serpentes.

Dimorfismos sexuais para medidas da cabeca
e corpo s2o frequentemente encontrados em serpentes,
sendo que estas diferencas provavelmente ndo estéo
relacionadas com selecdo sexual (Camilleri & Shine,
1990), e sm devido a diferencas de habitos aimentares
entre os sexos (Shine, 1989).

Com relagéo a sazonaidade, as serpentes foram
mais freqlientes no outono e inverno, tendo sido
encontradas nas mesmas proporcées em ambas as
estacBes. A ocorréncia no outono provavelmente se
relacione com o periodo de recrutamento destes
animais (Achaval & Olmos, 1997). No inverno o
metabolismo pode diminuir, o que limitaria seus
deslocamentos. Porém, nas éareas estudadas, é nessa
época que ocorre 0 preparo do solo para a agricultura,
0 que poderia favorecer o encontro das serpentes.

Com relagdo a atividade diéria, o horério de
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Tabela 1. Bothropsalternatus; média, desvio padrdo eamplitude,

folidose, machos e fémess.

ESCAMAS MACHOS (n=14)  FEMEAS (n=25)
Dorsais- 1 28,29+1,49 30,40+ 1,85
(26-31) (26-33)
Dorsas- 2 29,50+ 1,65 30,08 + 2,86
(27-33) (28-35)
Dorsas- 3 22,50+ 1,34 2376+1,48
(20-25) (1-27)
Ventrais 171,57+ 6,16 176,52 + 5,06
(155-179) (165-186)
Subcaudais 4564 +2,31 38,28+2,70
(39-52) (35-48)
Supraabias- D 921+0,80 944+1,08
(8-10) (8-13)
Supralabiais- E 9,00+ 0,55 9324085
(8-10) (812)
Infralabiais - D 13,29+1,20 13,40+ 1,08
(11-15) (12-15)
Infralabiais- E 12,92 + 1,86 1332+ 1,14
(12-16) (12-15)

(1- préximo acabega, 2- meio do corpo, 3- proximo acloaca, D-
lado direito, E- lado esquerdo).

Tabela2. Bothropsalternatus, morfometriademachosefémeas.

MEDIDAS  MACHOS(n=14)  FEMEAS(n=25)
CCA 32,82+876 44,84 + 14,02
(23,30-59,7) (21,00—64,30)
LCA 20,41+ 9,05 28,29+ 10,44
(10,90- 46,00) (11,80—46,10)
LIO 12,47 +3,75 15,42 +522
(7,00 — 22,70) (8,20 —29,00)
cco 531,21+170,165 701,80+ 242,00
(287-960,00) (275,00 — 1095,00)
CCAU 88,00+ 19,51 86,84 + 26,33

(42,00—120,00) (35,00—130,00)
(CCA —comprimento dacabega, LCA —larguradacabega, LIO—
largurainterocular, CRA —comprimento rostro-anal e CCAU —
comprimento dacauda).
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pico de B. aternatus foi das 7:00 &s 9:00hs, podendo
estar relacionado com a temperatura mais baixa, o
gue induziria os individuos a procurarem locais mais
ensolarados para se aguecerem (Homano-Hoge, 1996).
A baixa ocorréncia das B. alternatus no periodo das
11:01 as 13:00 horas pode estar relacionado com a
insolacdo, obrigando as serpentes a se esconderem.
Quanto ao substrato, B. alternatus ocorreu com
maior freqiiéncia em locais proximos a cérregos e
rios, como constatado também para B. jararaca, B.
jararacussu e B. moojeni (Lema et al., 1983; Faria,
1998). Ha duas hipdteses para explicar a preferéncia
de algumas espécies de Crotalinae nas proximidades
da &gua i) dimentacdo, pois estas serpentes incluiriam
prsesas agquéticas e/ou semi-agquéticas nas suas dietas,
como observado em B. jararacae B. jararacussy, que
incluem anfibios na sua alimentacéo (Lema et al.,
1983) e ii) a &gua poderia atuar na regulagdo da
temperatura das serpentes, como descrito para B.
moojeni, podendo ambas hipoteses estarem associadas.
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ABSTRACT

In this paper we report favorable conditions to hatch eggs of Cnemidophorus ocellifer.

Key-words: Incubation period, Cnemidophorus ocellifer.

RESUMO

Neste artigo descrevemos as condicdes favoravels para eclosdo dos ovos de Cnemidophorus ocellifer.

Palavras-chave: Periodo de incubagdo, Cnemidophorus ocellifer

INTRODUCTION

The source of the increasing variety of animas
for the pet trade as well as for research, and the
frequent identification of problems that must be solved
in order to breed and rise new taxa, was mentioned by
Chiszar (1996) as the two important ways of the fertile
crescent of the herpetoculture. A number of discoveries
that emerged directly or indirectly from herpetoculture,
produced major effects within the scientific community
(e. g., recognition of the profound effects of small
variations in temperature, and recognition of the
importance of hibernation in bringing about the

reproductive condition in temperature species and of
rainfal cycles in bringing about reproduction in some
tropical species). In addition, when the
herpetoculturists succeed in reproducing new,
sometimes rare, taxa, researchers invariably find
features to interest to study in animals not previously
available (Chiszar, 1996).

The objective of this paper is report the best
conditions for the development of C. ocellifer eggs
as we do not have reports of hatching of this species
in captivity, and this might be a good contribution for
future studies on the ontogeny of lizards, where we
will criate conditions to hatch eggs in captivity.

* Laboratdrio de Hepertol ogia, Centro de Estudos e Pesguisas Biol dgicas, Universidade Catdlicade Goids, Av. Universitéria, 1440, Setor U niversitério,

74.210-010, Goiania, Goias, e-mail: souza @terra.com.br
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MATERIALS AND METHODS

On 23 March 2001, a femae Cnemidophorus
ocellifer was captured using a pit fall trap, near
Piranhas River, Municipaity of Piranhas in the State
of Goiés, Brazil (16°35'16"S, 51°47'50"W). The
collecting site is within a dense Cerrado vegetational
formation. The specimen layed two eggs on 24 march
2001. One egg was lost during the trip from Piranhas
to Goidnia. The other (16.64 x 8.62mm) was kept at
the Laboratory of Herpetology of the Centro de Estudos
e Pesquisas Bioldgicas (CEPB), in a small thermic
box with umid vermiculite at 24.5 °C & 1.0 °C).

RESULTS AND DISCUSSION

A young specimen hatched on 21 May 2001,
with SVL: 59.24mm, tail: 40.12mm (red) and body
weight 0.142g (CEPB 1241).

The reproductive cycle of C. ocellifer was
mentioned by authors in the last years (Vitt, 1983;
Vitt and Breitenbach, 1993; Mesquita, 2001).
However, the authors did not mention the incubation
period for the eggs, although we know that natural
conditions for the eggs development are very different
from the ones in a laboratory.

Our observations indicate the incubation period
in laboratory of this species in 58 days, in the same
conditions.
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RESUMO

Temperatura afeta a germinagdo in vitro de embrides zig6ticos do coqueiro Cocos nucifera. A temperatura de 39°C inibiu a
germinagdo. Nos tratamentos submetidos as temperaturas de 24°C, 29°C e 34°C as diferencas ndo foram significativas.

Palavras-chave: Cocos nucifera, temperatura, embrides zigéticos, germinacdo in vitro.

ABSTRACT

Temperature affects in vitro germination of zigotic embrios of the palm Cocus nucifera. The temperature of 39°C inhibited
germination. In treatments under temperatures of 24°C, 29°C and 34°C the differences were not significant.

Key-words: Cocos nucifera, temperature, zygotic embryos, in vitro germination.

INTRODUCAO

O coqueiro (Cocos nucifera L.), com mais de
11 milhdes de hectares plantados em 86 paises, € a
mais importante palmeira cultivada nos tropicos,
envolvendo cerca de 10 milhdes de pegquenos
proprietéarios e familias de meeiros. Mais de 80
milhdes de pessoas dependem diretamente do coqueiro
e dos subprodutos para 0 seu sustento (Frison et al.,
2000).

Na industria o coqueiro desempenha
importante papel econdmico como aimento e como
matéria prima na fabricag@ de cosméticos, remédios,

plasticos, dcool e dleos, entre outros produtos; na
economia rural ele garante a sobrevivéncia do
agricultor (Ménon e Pandallai, 1958; Ohler, 1984).
No Brasil, a cultura do coqueiro ocupa principamente
terras arenosas situadas ao longo da faixa litorénea
que e estende do Pard a0 Rio de Janeiro (Ferreira et
al., 1998).

A producéo de coco esta diminuindo no mundo
todo. O declinio na produtividade das culturas é
causado pelo envelhecimento das pameiras,
calamidades naturais, erosdo genética e caréncia de
variedades que associem adaptacdo com alta
produtividade (Hocher et al., 1999; Magat, 1996;

! Departamento de Biologia,Universidade Federal de Sergipe. Av. Marechal Rondon §/n; Jardim RosaElze, Sdo Cristévao, SE. 49100-000.
2|_aboratorio de Fitotecnia, Centro de Ciéncias e Tecnol ogias Agropecuérias, Universidade Estadua do Norte Fluminense.

3 Secretaria de Estado da Educagdo do Desporto e L azer de Segipre.
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Séenz et d., 1999).

A estabilidade temporal da produgdo do
coqueiro depende da disponibilidade e acesso a
diversidade genética pelos melhoristas e produtores,
para superar alguns dos principais problemas. O
desenvolvimento sustentével de C. nucifera esta sendo
promovido através de varias atividades; dentre estas
é relevante a coleta e conservagdo de germoplasma
em vérias partes do mundo. Entretanto, fatores como
0 grande volume da semente do coco e o dto custo do
seu transporte dificultam esse trabalho. A cultura in
vitro de embrides zigdticos representa uma solugdo
répida e econdmica desses problemas pois aém de
permitir o transporte barato de embrides, que séo
pouco volumosos, podem originar mudas para
transplante no campo (Cogent Newsletter, 2000). Nos
casos em que o intercAmbio de germoplasma é
necessario para incrementar programas de
melhoramento, a cultura de embrides adquire especial
importancia. Ainda néo existe um protocolo de ata
eficiéncia para a cultura de embrides de coco, porque
€ necessdrio superar algumas dificuldades, como a
baixa taxa de germinacdo dos embrides (Batugal &
Engelmann, 1997).

Com o objetivo de colaborar para a resolugédo
destes problemas sobre germinagdo, este trabalho
verifica a influéncia da temperatura sobre a
germinaco in vitro dos embrifes de C. nucifera.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos de cultivo in vitro foram
conduzidos no Setor de Cultura de Tecidos do
Laboratério de Fitotecnia, da Universidade Estadual
do Norte Fluminense.

Sementes maduras (Cocos nucifera) com cerca
de 11 meses de idade, foram obtidas na Estac&o
Experimental  da Empresa de Pesquisa Agropecuaria
do Rio de Janeiro (PESAGRO) em Campos, RJ.

Extracdo e Desinfestagdo dos Embribes: Apods

descascados e acondicionados em caixas de colheita,
as sementes foram quebradas na regiéio mediana e
retirados cilindros de endosperma com embrides,
utilizando-se um vazador com cerca de 1,5 cm de
diametro. Os endospermas foram embalados em sacos
plasticos.

No laboratério os cilindros foram lavados com
agua autoclavada e detergente neutro, enxaguados e
imersos em acool (95%) por um minuto. A
desinfestagdo foi feita utilizando-se uma solugdo
comercia de hipoclorito de sodio (2% de cloro ativo)
por 30 minutos, apds os quais foram enxaguados
cinco vezes com &gua autoclavada. Os embrides
foram extraidos dos cilindros em camara de fluxo
laminar, desinfestados com solugdo de hipoclorito de
sddio (0,1% de cloro ativo) e enxaguados
abundantemente com &gua.

Meio de Cultura: O meio basico utilizado para
germinacdo dos embrides foi 0 Y3 de Eeuwens
(1976), com vitaminas de Morel e Wetmore (1951),
caseina hidrolisada (100 mg '), sacarose (6%), mio-
inositol (100 mg L-1) , carvéo ativado (1 mg L-%) e
agar (0,6%); o pH foi gjustado em 5,8 antes da
autoclavagem. Os embrides excisados  foram
cultivados em tubos de ensaio (15 cm x 2,50 cm)
contendo 20 ml de meio de cultura

Neste experimento foi avaliado o efeito da
temperatura sobre a germinacéo dos embrifes com os
tratamentos: T 24+1°C; T2: 29 £1°C; T3:34+1°C e
T4:39+1°C, em cémaras climatizadas ~ FANEN,
modelo 347.

Inicialmente a incubagdo foi realizada no
escuro. Trinta dias apos a inoculagdo as plantulas
foram transferidas para um fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 30 mmol.m2.s1., fornecida
por lampadas Gro-Lux. Sessenta dias ap6s a
inoculagdo, foram avaliadas as percentagens de
embrides. germinados (presenca de pliumula e
radicula); com plimula; com radicula; ndo
germinados, e deformados. Noventa dias apos a
inoculagcdo foram avaliados os comprimentos da
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folha, da raiz priméria e da plantula

Foram utilizados delineamentos estatisticos
inteiramente casualizados, com 4 tratamentos e 5
repetices, a unidade experimental foi composta por
10 tubos de ensaio com um embrido/tubo. A
significancia das Anovas foram verificadas pelo teste
de Tukey. Os niveis de significancia foram 1% e 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia foi significante para as
varidveis germinacdo do embrido, emissdo de pldimula,
nimero médio de embrides ndo germinados, embrides
deformados e emissdo de radicula (Tabela 1).

N& foram observadas diferengas
significativas entre os percentuais de germinacéo
(emissdo de plumula + radicula) nos tratamentos com
temperaturas de 24°C, 29°C e 34°C. O efeito foi
inibidor sob temperatura de 39°C e ap6s 30 dias de
cultivo nesse tratamento, a inibicdo da germinacéo
foi praticamente total (Tabela 2). O maior dano da
alta temperatura foi na regido radicular; as diferencas
entre o percentual de emissdo da radicula entre os
demais tratamentos neste periodo ndo foram
significativas.
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A irregularidade na emissdo da radicula é
observada com freqiiéncia na cultura in vitro de
embrides de coqueiro. Em algumas plantulas a
emissdo da radicula € o primeiro sind da germinagéo,
neste caso a raiz tem maior desenvolvimento do que
as partes aéreas ou as raizes primarias crescem em
extensdo sem ramificar, 0 que também né&o é funciona
porque a area de absorc¢do fica reduzida.

A qualidade das partes aéreas determina o
sucesso do enraizamento (Gratapaglia & Machado,
1998). O pouco desenvolvimento da parte aérea é
acompanhado por crescimento lento das raizes, assm
€ necessario que as plantas passem por uma fase de
alongamento.  As partes aéreas com répido
crescimento sdo fontes de intensa producdo de auxina
e outros fatores de enraizamento, 0s quais s&o
translocados para a base, estimulando a rizogénese
Em pléntulas de coqueiro cultivadas in vitro  nem
sempre isto ocorre, ocorrendo com fregiiéncia um
desequilibrio observado entre o crescimento da parte
aérea e do sistema radicular.

Durante a germinagdo da semente do coco
em natureza a plUmula rompe 0 exocarpo em cerca
de dois meses. Essa estrutura protege as primeiras
folhas do contato direto com o sol, da baixa umidade
e das temperaturas altas. No presente estudo as
diferencas entre os percentuais de emissdo de plumula
nas temperaturas de 24°C e 39°C ndo foram

Tabelal. ANOVA: Influéncia datemperatura na germinagdo in vitro de embrides zigoticos de Cocos nucifera

30 dias apds ainoculagdo no meio de cultura.

Quadrados médios
Fv GL
Emissdo daplimula Emissio da Emissio da Embrifes ndo Embrides
eradicula (%) plumula(%) radicula(%) germinados(%)  deformados (%)
Tratamento 3 34,13 1352+ 4,10* 35,10** 10,16**
Erro 16 117 161 1,22 1,36 1,78
Média 5,30 3,56 171 5,62 3,00
CV (%) 20,32 35,64 64,71 20,74 44,30

FV =fonte de variagdo, GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variagdo, + = dados transformados &+1.

**ggnificante ao nivel de 1%, *significante ao nivel de 5%
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Tabela 2. Influéncia da temperaturanagerminagdoin vitro de embrides zigéticos deCocosnucifera, 30dias

apdsainoculagdo no meio decultura.

Temperatura Emissdodaplimula Emissioda Emissioda  Embrides ndo Embrides
(o) eradiculat+ plimula+ radicula+  germinados+  deformados+
24 6,05a* 2,64b 2,8% 3,61b 3,56a
29 7,00a 4,02ab 1,00a 4,69b 3,15ab
A 6,81a 5,65a 1,00a 4,67b 1,00b
39 1,46b 1,92b 1,93a 9,53a 4,33a
DMS 1,96 2,29 1,99 211 241

Tukey, médiasiguais nas colunas 3o representadas pelasmesmasetras.

+, dadostransformados Ox+1
DMS, diferencaminimasignificativa

significantes. O maior percentual de embriGes
deformados (4,33%), foi encontrado na temperatura
de 39°C, entretanto ndo foi estatisticamente diferente
da temperatura de 24°C (3,56%). No cultivo in vitro
de embrides zigéticos de coqueiro € comum a
ocorréncia de embrides deformados. Estes embrides
gpresentam um crescimento exagerado do cotilédone,
sem que hga emissdo da plumula e da radicula. O
fendbmeno foi relacionado com a temperatura e
observamos que houve maior incidéncia nas
temperaturas de 24°C e 39° C, seguidos pela
temperatura de 29°C . Na temperatura de 34°C o
nimero de embrides deformados foi o menor, 0 que
pode indicar um 6timo de temperatura para a
maturagdo de alguns embrifes que possivelmente
ainda estavam imaturos na época da colheita. Os
resultados encontrados também apontam para o0s
limites de temperatura adegquados para germinagdo
in vitro.

A andlise de variancia, foi significante para as
varidveis comprimento médio da parte aérea,
comprimento médio da raiz e da planta e nimero
médio de embrides ndo germinados (Tabela 3).

Sessenta dias ap0s a inoculagdo, os valores
meédios encontrados para as variaveis comprimento
da plantula e da parte aérea, tiveram resultados
semelhantes em relagdo aos tratamentos (Tabela 4);
as maiores médias foram encontradas nos
Tratamentos 2 (29°C) e 3 (34°C), seguidos dos
Tratamentos 1 (24°C) e 4 (3%°C). No Tratamento 1
0 percentual de germinacdo ndo diferiu entre os

Tratamentos 2 e 3, mas houve pouco crescimento da
parte aérea, em relacdo aos outros dois tratamentos,
mostrando que a temperatura de 24°C ndo €
recomendavel para o crescimento. O comprimento
médio da raiz (0,05 cm) foi menor sob temperatura
de 39°C, enquanto que na temperatura de 29°C foram
obtidos maior valor médio (1,32cm). Durante a
germinacd0 em natureza a raiz priméria atravessa o
mesocarpo, rompe 0 exocarpo e alcanga o solo,
encontrando ai temperaturas mais amenas do que as
suportadas pela plumula. Provavelmente a radicula
ndo tenha suportado a temperatura de 39°C,
evidenciado por manchas escuras nestas regifes e nos
embrides cultivados.

A temperatura recomendada para o cultivo de
embrides de coco in vitro é de 27°C embora sgjam
citados na literatura que o crescimento ocorre na faixa
de 27°¢ a 31°C (Verdell et al. 1997; Batuga e
Engelmann, 1997). Os resultados encontrados neste
trabalho mostram que a germinagdo dos embrides de
coco ocorre  no intervalo de 24 a 34°C. O baixo
nimero de embrides deformados e 0 maior percentua
de germinagdo, sugerem que sob a temperatura de
34°C o embrido completa o seu amadurecimento.

N&o houve diferenca do nimero médio de
embries germinados as temperaturas de 24°C, 29°C
e 34°C. O mesmo ndo ocorreu  na fase de crescimento,
durante o qual os maiores valores para comprimento
meédio das plantulas foram obtidos para aguelas
cultivadas sob temperatura de 29°C e 34°C.
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Tabela3. ANOVA: Influénciadatemperaturanagerminagdoinvitro deembrides
zigoticos de Cocosnucifera, 60 dias apdsainoculagdo no meio de cultura.

Fv GL  pate Aérea
Tratamento 3 23,65**
Erro 16 0,51
Média 252
CV (%) 28,47

Quadrados médios
Raiz Planta Embrides néo
germinados” (%)
1,53** 36,59** 27,96**
0,15 093 143
0,85 3,39 6,64
45,42 28,40 18,01..

FV =fontedevariagéo, GL = grausdeliberdade, + = dados transformadosem O+t

**ggnificanteao nivel de 1%

Tabela4. Influéncia datemperaturanagerminagdoin vitrodeembrifeszigéticos
Cocos nucifera, 60 dias apds inoculagdo no meio de cultura.

Temperatura (OC) Comprimento médio (cm) Embrides nfo
Parte Aérea Raiz Planta germinados (%)
24 1,40b 0,95a 2,35b 7,44ab
29 4,66a 1,32a 6,07a 4,07c
A 3,99a 1,07a 5,05a 5,53hc
39 0,03c 0,05b 0,08c 9,53a
DMS 129 0,69 174 2,17

Tukey, médiasiguais nas col unas so representadas pelas mesmas | etras.

+, dadostransformados (x+1
DMS, diferencaminimasignificativa

Agradecimentos: A CapeseaFundacdo de Amparo aPesguisado Rio
de Janeiro (FAPERJ) financiaram apesquisa

REFERENCIAS

Batugdl, P.A., F. Engelmann. 1997. Coconut embryo in
vitro culture. Proceedings of thefirst workshop
on embryo culture. Banao, Guinobatan, Albay,
Philippines, IPGRI. 164p.

Cogent Newsdletter. 2000 Improved in vitro techniques

benefit other R&D activities on coconut. IPGRI,
4:18.
Eeuwens, C.J. 1976. Minera requirement for growth

and calus initiation of tissue explants excised from
mature coconut palms (Cocos nucifera) and cultured
invitro. Physiologia Plantarum. 36:23-28.

Ferreira, JM.S., D.R.N. Warwick, L.A. Siqueira. 1998.
Cultura do coqueiro no Brasil. 2. ed. Aracau,
EMBRAPA-SPI. 292 p.

Frison, E. A., H.Omont, F.Rognon, P. Batugal. 2000
Prococos: aglobal programmefor coconut research.
37" COCOTECH/International Coconut Conference of
APCC. Chennai 24 a28 July .

Grattapaglia, D., M.A. Machado. 1998. Micropropagacéo,
pp. 183-260. In: Cultura de tecidos e
transformacédo genética de plantas ( A. C.Torres,
L.S.Caldas & J.A.Buso, Eds.) Brasilia, Embrapa-
SPI/Embrapa-CNPH.

Hocher, V., JL.Verdeil, A.Rival, S.Hamon. 1999.
Application of invitrotechniques to the conservation
and propagation of coconut palms, pp.267-278.
In: Current advancesin coconut biotechnology.
Current plant science and biotechnology in
agriculture. (C.J. Oropeza. L.Verdeil, G.R.Ashburner,
R.Cardena & J.M.Santamaria, Eds). Dordrecht, Kluer



46 Efeito da temperatura sobre Cocos nucifera

Academic Publishers.
Magat, S.S. 1996. Search for a better understanding of

Séenz, L., J.L.Chan, R.Souza, R.Hornung, E.Rillo,
JL.Verdeil, C. Oropeza. 1999. Somatic embryogenesis

the mineral nutrition and fertilizer needs of coconuts
in the Philippines towards a reliable nutrition
management and fertilizer recommendation: from 1964
t0 1996 and beyond. Coconut R & D Symposium, 30
years founding anniversary of the PCA-Davao
Research Center, Bago-Oshiro, Davao City, 6"
February, 38p.

Ménon, K.P.V., K.M. Pandalai. 1958. The coconut palm:

a monograph. Indian Central Coconut Committee,
Ernakulan, India, 383p.

Morel, G.M., R.H. Wetmore. 1951. Fern callus tissue

culture. Am. J. Botany, 38:141-143.

Ohler, J.G. 1984. Coconut, tree of life. FAO, Rome, Italy.

437p.

and regeneration in coconut from plumular explants
pp 309-320. In: Current advances in coconut
biotechnology. Current Plant Science and
Biotechnology in Agriculture.(C. Oropeza,
J.L.Verdeil, G.R.Ashburner, R.Cardena & J.M
Santamaria, Eds).Dordrecht, Kluwer Academic
Publishers.

Verdeil, J.L., J.L.Hocher, A.Rival, S.Hamon. 1997.

Improving the efficiency on coconut zygotic embryo
culture: a physiological and biochemical approach,
ppl12-117.1n: Coconut embryoin vitro culture (P.A.
Batugal & F. Engelmann. Eds). Proceedings of the first
workshop on embryo culture, Banao, Philippines,
IPGRI.

Aceito: 4.xii.2002



Biologia Geral e Experimental

Universidade Federal de Sergipe

SA0 Cristovao, SE 3 (2): 47-53

26.ii1.2003

CONSIDERACOES SOBRE OS METODOS QUANTITATIVOS NA PESQUISA BIOLOGICA
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RESUMO

Discute-se brevemente alguns aspectos sobre métodos quantitativos na pesguisa bioldgica.

Palavras-chave: métodos quantitativos, pesquisa bioldgica.

ABSTRACT

Theoretical aspects of the quantitative methods in the biological research are briefly discussed.

Key words: quantitative methods, biological research.

INTRODUCAO

Estas notas sdo dirigidas aos estudantes de
graduacdo da &rea bioldgica que freglientam o nosso
curso optativo sobre métodos quantitativos na
pesquisa bioldgica, oferecido semestraimente no
Departamento de Biologia da Universidade Federal
de Sergipe. Nosso objetivo neste exercicio é tentar,
resumidamente, discutir a importancia de alguns
procedimentos essenciais na elaboracdo de uma
pesquisa biolbgica.

A prética da observagdo e a execugdo de
pesquisas bioldgicas exigem o conhecimento de
algumeas regras basicas sobre a area temética de estudo
e sobre métodos de andlise. A eaboracdo de questdes
e 0 que observar dependem muito mais de leitura
critica, busca incessante de informagdes e vivéncia

cientifica do que qualquer outro fator.

Quando se deseja relacionar um problema
biolégico especifico aos métodos de andlise,
necessariamente se interpde entre estes dois fatores a
coleta de dados, que pode ser feita de duas maneiras,
dependendo da questéo: i) mensurativa, onde os dados
sd0 coletados em natureza, sem a manipulagdo nos
tratamentos, como em muitos estudos ecoldgicos,
botéanicos e zooldgicos, ou ii) manipulativa na qual
diferentes experimentais
tratamentos diferenciados induzidos, como ocorre na
farmacologia, na fisiologia ou na biofisica (Hurlbert,
1984).

A coleta de dados, esséncia da observacdo e da
verificacdo de hipo6teses, apresenta algumas fases
importantes, até a andlise final e a interpretacdo
bioldgica das variagOes. Estas fases séo (Fearnside,

unidades recebem

! Departamento de Biologia,Universidade Federal de Sergipe. Av. Marechal Rondon §/n; Jardim RosaElze, Sdo Cristévao, SE. 49100-000.
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1986; Hayek, 1994): i) identificacdo do problema
biol6gico; ii) formulagdo das questdes, elaboradas sem
ambiglidades; iii) elaboracdo de um sistema de
proposicies entre varidveis, as quais consistem das
hip6teses de estudo (hip6teses nula e dternativa): num
sistema de proposic¢des falso/verdadeiro, a hipétese
nula (Ho) é aquela a ser testada, a hipétese aternativa
(H1) é “aceita” quando a nula for rejeitada; iv)
planejamento experimental; v) obtencéo de dados e
verificag8o da hipétese - andlise das variagdes dos
dados obtidos e vi) interpretacdo dos resultados.

Questdes

E impossivel executar uma pesquisa ou avaiar
a literatura cientifica sem um conhecimento bésico
probabilistico e estatistico sobre as inter-relagdes entre
0s parametros bioldgicos da area de interesse e as
variagdes dos fendmenos observados. Essencial para
esta compreensdo € a elaboragdo de questdes claras,
as quais fazem indagacgOes sobre as relagdes entre
duas ou mais variaveis. As questdes devem ser
precisas, de modo a permitir a elaboracdo de hiptteses
verificaveis. Questdes generalistas ou metafisicas
devem ser evitadas. Por exemplo “sera que a qualidade
dos fatores climéticos interferem na reproducdo das
serpentes?’ ndo fornece elementos para verificagOes.
Uma pergunta mais apropriada para verificagdo
poderia ser “o potencial reprodutivo de uma populacéo
de Leptodeira annulata (Serpentes) da regido da
cagtinga do oeste de Sergipe aumenta com 0 aumento
das chuvas?'.

Neste contexto, € importante a defini¢do das
variaveis utilizadas, para delimitar a natureza destas
e dos procedimentos. Imprecisdes nas definigdes levam
a ambiguidades e impossibilidade de verificacGes,
como aguelas nas quais “cabem tudo”, como um leito
de Procusto e com base apenas nas representaces
sociais. Por exemplo, a afirmagéo “a diversidade de
serpentes da regido de Sergipe parece ser relativamente
boa e as espécies tendem a ter razoavel numero de
individuos’ n&o diz nada. Afirmagdes deste tipo ndo
definem quantitativamente as varidveis, trazem

informagBes imprecisas e nenhuma verificacdo pode
ser feita. Para uma discussdo mais abrangente sobre
as defini¢bes operacionais e definicdo das varidveis
sugerimos o trabalho de Hayek (1994).

Variéveis
Qualquer aributo ou estado bioldgico que possa
diferir entre os elementos de uma populacéo pode ser

chamado de variavel (Zar, 1994; Vanzolini, 1993).

Quatro tipos de variaveis biol6gicas podem ser

reconhecidas (Stevens, 1946):

i) Variaveis de escaa geométricac varidveis
guantitativas com ponto zero verdadeiro e que
admitem todas as operagBes aritméticas. Podem
s discretas, com valores postivos inteiros, como
0 numero de escamas ventrais de serpentes, ou
continuas, as quais podem tomar quaisquer
valores positivos.

ii) Varidveis de escala intervaar: varidveis continuas
com ponto zero e unidades arbitréarias, por
exemplo as diversas escalas de temperatura.

iil) Varidveis de escala ordinal: estas varidveis podem
ser arranjadas por postos, numa ordenagéo
crescente ou decrescente, como as variagoes de
cores e formas.

iv) varidveis de escala categérica (ou nominais):
permitem a classificacdo sem ambiglidade e em
classes mutuamente exclusivas, como 0 Sexo.

Populagtes e Amostras

O objetivo da andlise quantitativa na pesguisa
biologica é fazer inferéncias de atributos presentes em
um grande grupo, através da andlise destas
caracteristicas em um pegueno grupo de dados
retiradas ao acaso do grupo maior. Estas inferéncias
s30 expressas em probabilidades.

O total de medidas sobre as quais se quer tirar
conclusdes é a populagdo ou universo. Por exemplo,
podemos estar interessados em tirar conclusdes sobre
0 comprimento do corpo de lagartos na idade da
primeira reproducdo, em uma determinada espécie
gue ocorre na Serra de Itabaiana, Sergipe. Todos o0s
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comprimentos de corpo destes lagartos, com as
mesmas caracteristicas reprodutivas, formam a
populagdo em questdo.

Populagbes podem ser muito grandes, como o
exemplo dos lagartos, mas as vezes podem ser
pequenas, como a populagdo congtituida por todos os
mocos (Kerodon rupestris) fémeas com mais de cinco
anos de idade, da regido de Canindé do S8o Francisco.
Se a populagdo a ser estudada for pequena,
praticamente todas as medidas do conjunto poder&o
ser obtidas. Na realidade, isso é dificil de ocorrer,
devido a varios fatores limitantes, como tempo e
dinheiro, mas podemos obter as medidas de pate da
populagdo, como um subconjunto. Este subconjunto
constitui a amostra. Através das caracteristicas da
amostra podemos obter as caracteristicas da populagéo
de onde esta amostra foi retirada (Zar, 1996).

Os modos de obtermos amostras biol6gicas
podem variar, dependendo do tipo de questdo e da
area temética da pesquisa. Independente destes
fatores, é essencial a aleatoriedade com que as
amostras sdo obtidas. Isto requer que todos os
elementos da populagéo tenham a mesma chance de
serem selecionados na amostra, i.e., a selecdo de um
elemento na amostra ndo deve influenciar a chance
de outro ser selecionado (amostras independentes).

Duas perguntas freqlientes que nos fazem sdo
relacionadas ao tamanho da amostra e se um aumento
no tamanho destas leva a melhores resultados. Muitos
fatores interferem na obtencdo de amostras, cuja
esséncia é determinar o tamanho minimo necessario
para as verificagOes estatisticas. Isso vai depender
diretamente da questdo biol6gica formulada e do tipo
de teste a ser utilizado, planejado antes da pesqguisa
ser redizada.  Por exemplo, um teste muito utilizado
na pesquisa biologica é o teste de t (Student). A
distribuicdo de t é caracterizada pelo quociente da
diferenca entre a média amostral e a média da
populagdo (verdadeira) pelo desvio padrdo da média
amostral. Se aumentarmos os graus de liberdade a
distribuicdo converge para uma normal, com N
infinito, cujo valor ét = 1,96. Acima de 15 graus de
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liberdade e um nivel de significancia de 5%, podemos
aumentar o quanto quisermos o tamanho da amostra
gque ndo aumentardq o poder do teste em discriminar
possiveis diferencas (ver Vanzolini, 1993).

Distribui¢do normal

A distribuicdo normal é uma curva em forma
de sino (curva de Gauss), caracterizada por ter valores
preponderantes em torno da média, os quais vao
decrescendo para os extremos da curva (Figura 1). E
a distribuicdo mais importante, porque € a base dos
testes de hip6teses pré-estabelecidos.

/N

7

s R e

I Rt
w

Figura 1. Distribuicdo normal.
68,3% das observagdes estdo contidas entre amédia+ 1 desvio padréo,
95,9% das observagcdes estéo contidas entre amédia + 2 desvios padréo,
99,7% das observagdes est&o contidas entreamédia+ 3 desvios padréo.

Na distribuicdo normal, para cada valor de x
corresponde um valor de y, expresso pela funcao:

- (xi-m?, 2d?
e

d®p

Os pardmetros desta equagdo sdo 0 desvio
padrdo (d) e a média(m) , de modo que para um
determinado desvio padrdo e médias diferentes,
poderdo existir infinitas curvas — neste caso a média
determina a distribui¢do, quanto maior, mais afastada
de y. Para uma determinada média e desvios padrfes
diferentes poderdo também existir infinitas curvas —
neste caso o desvio padrdo determina a distribuicéo,
quanto maior o desvio, mais dispersos seréo 0s pontos
a0 redor da média

Cada amostra retirada de uma populagédo
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normalmente distribuida terd uma média. Se
retirarmos vérias amostras adestérias desta populagéo,
iremos obter vérias médias, as quais terdo uma
distribuicdo normal, cuja variancia ir4 diminuir a
medida que o nimero de amostras aumentar. O desvio
padréo de uma distribuicdo amostral chama-se erro
padrado, depende da variéncia e dos graus de liberdade
e tem muita importancia nos testes de hipoteses.

Formulacdo de Hipdteses

Como trabalhamos com amostras na pesquisa
biolégica, a partir destas fazemos inferéncias sobre a
média da populagdo e as comparamos entre
populagdes. Desse modo podemos verificar se as
médias das amostras entre populacdes sdo
significativamente diferentes entre si, se os dados
(repeticdes) de vérios procedimentos experimentais
diferem entre g, dentro e entre amostras, ou e a média
de uma amostra esta contida no intervalo de confianca
da média de uma populagdo conhecida.

Fazemos estas inferéncias antes da coleta de
dados, porque fazé-las depois dos dados coletados pode
invalidar a pesquisa. Elaborada a questéo e definida
suas variaveis, formulamos duas hipdteses. A primeira,
gue vai “orientar” a pesquisa, chamamos de hipotese
nula (Ho), na qual estabelecemos que as variavels ndo
tém efeito, que as amostras 80 provenientes da mesma
populacdo, com médias contidas no intervalo de
confiangca de 95% ou que as relagdes bioldgicas
investigadas ndo est@ associadas ou sA0 homogéness.
Se concluirmos que a hipétese nula deva ser rejeitada,
a alternativa (H1) é entfo considerada verdadeira

\ \
oy A\
\ / 'I\-

Hi: mLE np

Hi: mL>ng

Erros

Para rejeitarmos ou ndo a hipdtese nula
precisamos de um critério objetivo, que determine a
probabilidade de rejeicdo alor do p). Por convengéo
adotamos a probabilidade de 5% (0,05) ou menos como
critério para rejeitarmos Ho. Esta probabilidade é
chamada de nivel de significancia, representada pela
letragrega a (dfd). 1sto quer dizer que uma observacio
tem 95% de chance de estar nas areas sob a curva
normal compreendidas entre os pardmetros que
estabelecemos na hipdtese nula (ver Figura 1). Existe
uma chance de 5% dos valores excederem aqueles
especificados na Ho, correspondentes aos extremos
do nivel de significancia; na curva norma s&o
conhecidas como regides de rejeicdo, que podem estar
situadas entre 0os menores (esquerda) ou maiores
valores (direita), dependendo da questdo estabelecida
na hipétese nula (Figura 2).

Um teste estatistico tem um valor que
corresponde ao critério (nivel de significancia) para
rejeitarmos a hipétese nula. Este valor € chamado de
valor critico, que vai indicar as éareas de rejeicdo da
hipétese nula.

Uma pergunta freqliente que também nos
fazem é sobre a probabilidade de rejeitarmos
erroneamente a hipétese nula. Esta probabilidade é
dada pelo nivel de significancia @ = 0,05 ou menos).
Isto significa que ha uma probabilidade de 5% em
rejeitarmos a hipétese nula e ela ser verdadeira. As
tabuas estatisticas déo estas probabilidades associadas
ao vaor encontrado nos testes de verificagdo de
hipéteses. Rejeitar erroneamente a hipdtese nula é

B K i S,
A T =
I C Ha s
Hz nmi3 np
Hi nL<np

Figura2. Regido dergeicio (R).
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conhecido como erro tipo | ou erro alfa. Existe
associado outro tipo de erro em edtatistica, conhecido
como erro tipo Il ou erro b (letra grega beta), que
consiste em ndo rejeitar a hipétese nula (Ho ndo é
“aceitd’) e da ser fAsa Edte tipo de erro ndo podemos
estabelecer, como fazemos com o nivel de significancia
(erro dfa). Qua tipo de erro é mais grave ird depender
do tipo de pesquisa. Se a pesquisa estabelecer que
cometer um erro tipo | for mais grave do que cometer
o0 erro tipo Il, podemos entdo determinar o nivel de
sgnificancia em 1% (@ = 0,01). Como dissemos, estes
erros tém de ser estabelecidos antes de ser executada
a pesquisa, quando ainda estiver na fase de
planejamento.

Associado a0 erro de ndo rejeitarmos a hipbtese
nula e ela ser verdadeira, temos o poder do teste
edtatistico, determinado pela relacdo 1 — erro b. Poder
do teste é aquele que apresenta ata probabilidade de
gue a hipotese nula seja rejeitada quando esta é de
fato falsa.

Testes Estatisticos

A escolha do teste a ser utilizado para
verificacdo da hipdtese nula (rejeicdo ou ndo) deve
ser determinada antes da pesquisa ser executada.
Existem vérios programas de computador que
facilitam os célculos, muitas vezes enfadonhos de
serem feitos a méo. Entretanto, nds sugerimos sempre
aos alunos que ndo utilizem os programas antes de
saberem alguns passos intermediarios, forgosamente
feitos “no brago”, para que o comportamento dos dados
e a conclusdo do teste possam ser corretamente
interpretados.

Quem vai determinar o tipo de teste é a
varidvel, amarrada a questdo. Nos testes univariados,
com variaveis de escala geométrica, podem ser
aplicados testes paramétricos, com uma amostra,
comparando a média amostral com a média de uma
populagdo conhecida, com areas de rejeicdo situadas
em ambas as caudas ou somente em uma, a esquerda
ou a direita da curva normal, dependendo da questdo
formulada. Um teste paramétrico pode estimar 0s
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pardmetros da populagdo e condiciona que a
distribuicdo seja normal, comparando médias ou
variancias. No caso de duas amostras, pareadas ou
ndo, comparam-se as médias; se ambas ndo forem
significativamente diferentes, ndo se rejeita a hipbtese
nula e optamos por considerd-las como tendo sido
retiradas da mesma populagdo. Em ambos os casos,
uma e duas amostras, utilizamos a distribui¢éo de t
(Student) para verificar a significancia das diferencas
entre as médias (t = diferenca pelo seu desvio padrdo).
Os andlogos ndo paramétricos, cujas variaveis sdo do
tipo ordina e os dados ordenados por postos (ranks),
permitem as mesmas conclusdes, neste caso ndo sdo
comparadas médias e ndo fazemos inferéncias dos
parémetros da populagdo. Os testes ndo paramétricos
tém maior probabilidade de cometermos erro tipo I1.
Para andlises com mais de duas amostras, €
invalido fazer comparagbes duas a duas, porque a
chance de cometermos um erro tipo | é muito grande,
devido ao nivel de significancia ficar maior do que
5% (Zar, 1996). Nestes casos, utilizamos andises de
variancias (Anova), que podem ser executadas por
blocos, com um, dois ou trés fatores e com repetices
ou sem repeticdes, sempre dependendo do tipo de
questdo. A esséncia da andlise de variancia,
respeitadas as condigdes de varidncias iguais
(homocedasticidade) e aleatoriedade das amostras, €
comparar a variagdo dentro e entre as amostras, se a
segunda for considerada significativamente maior do
que a primeira, a hipétese nula sera rejeitada. E um
dos testes mais executados na pesquisa bhioldgica; na
forma paramétrica quando as varidveis sdo de escala
geométrica, na forma ndo-paramétrica se as variaveis
forem de escda ordind. A complementacdo da Anova,
quando significativa, € feita através de comparagdes
multiplas das médias (paramétricos) ou através de
comparacdes mltiplas dos postos (ndo- paramétricos).
Na forma paramétrica os testes de comparagdes
multiplas seguem a “linha’ dos testes de Tukey-
Duncan-Kramer (Ho: as médias sho iguais); na forma
ndo-paramétrica ha os andlogos, tipo Nemenyi, Dunn
e Newman-Keuls, que comparam postos ou diferencas
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entre multiplas medianas (Zar, 1996; Vanzolini, 1993;
Siegel, 1977).

Muitas vezes € importante verificar na pesquisa
se duas ou mais varidveis geométricas estéo
relacionadas entre si, situagdo na qual uma das
varidvels é dependente da outra, ndo implicando em
relagdes de causa e efeito. Colocadas em gréfico, a
variavel dependente € 0 eixo do y; a independente é o
exo do X, dizemos entéo regressio de y sobre X, sempre
a varidvel dependente sobre a independente. Na sua
forma simples, a regressdo linear tem a relagéo
funciona yi = a + bx; a = congtante da regresséo, b =
coeficiente da regressdo (inclinagdo da reta). Andlises
de regressdo, com uma ou mais retas, sdo
extremamente (teis na pesquisa biolégica, para
verificar relagdes entre caracteres morfol 6gicos
(proporgdes corporais ou estruturas de plantas), varias
relacBes entre par@metros fisioldgicos e ambientais,
efeito de drogas, modelos dose-dependente e probit
(DL50), permitindo predizer valores de y dentro da
amplitude dos dados (Vanzolini, 1993; Fisher, 1946).
A significlncia da regressdo é verificada através de
uma andise de variancia; na forma simples nos da a
variagdo total, variacdo devida a regressdo, com 1 grau
de liberdade e a variagdo sobre a regressio (erro) com
n-2 graus de liberdade. Se a regressio for significativa,
a variancia devida a regressdo  serd significantemente
maior do que a varidncia sobre a regressio; o quociente
entre estas é um teste de F.  Podemos verificar também,
qual porcentagem da variagdo total é explicada pela
regressao, através do coeficiente de determinacdo (r?),
uma medida de quanto uma varidvel participa na
variéncia da outra. No caso de Vérias retas, verificamos
também as diferencas entre duas retas e a
homogeneidade entre mais de duas retas. Nos casos
em que a regressdo ndo conforma uma linha reta,
podemos usar de anamorfoses para “ajustes’,
utilizando transformacdes logaritmicas do tipo log x
—aity, aitx—logyelogx —logy.

Questdes envolvendo correlagdo entre duas
varidveis geométricas (paramétrico) ou duas ordinais
ou uma ordinal e outra geométrica (ndo-paramétrico)

sd0 comuns na pesquisa biolégica, embora ndo
permitam conclusdes sobre causa e efeito. O
coeficiente de correlacdo € a raiz quadrada do
coeficiente de determinagdo da regresséo linear, a
covariagdo entre duas variaveis. Dois ou mais
coeficientes de correlagdo podem ser comparados;
testes semelhantes ao de Tukey para comparages
multiplas podem ser utilizados para comparar pares
de coeficientes entre si.

No caso de termos duas ou mais variaveis
categéricas (nominais), utilizamos as tabelas de dupla
entrada formando células que contém as freqiiéncias
esperadas e observadas, com o objetivo de verificar
associagbes e homogeneidades entre as categorias (por
exemplo, numa tabela 2 x2 teremos 4 categorias).Estas
verificacbes sdo extremamente (teis na pesquisa
bioldgica, o critério é a distribuicdo qui-quadrado,
introduzida por Karl Pearson e expandida por ele e
R.A.Fisher (Zar, 1996). Os testes medem o
gjustamento (ou distancia) entre as frequéncias
esperadas e observada. O teste G (Wilks), para vérias
linhas e colunas, o teste exato de Fisher, para
expectativas pequenas (< 5) e o teste de Kolmogorov-
Smirnov sdo dos mais utilizados.

Outras distribuicfes, importantes em estudos
ecolégicos, sdo (Zar, 1996): a distribui¢do binomial,
gue considera propor¢cdo de individuos em duas
caegorias, p e g, de modo que q = 1 — p; a digribuicéo
de Poisson, para verificar a distribuicdo espacial de
individuos na populagdo, caracterizada pela hip6tese
nula média igual a variancia - distribuicéo ao acaso
(Vilar et.al, 2000); a distribuic&o circular, importante
nos estudos sobre orientagdo em aves. Para todos estes
paramétricos h&4 os andlogos ndo paramétricos.
Existem bons textos sobre estatistica para estudos
ecoldgicos, nos sugerimos Abuara & Petrere (1997),
Brower & Zar (1997) e Hairston (1994).
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