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RESUMO

SANTOS, L.A.L selecdo de bactérias epifitas formadoras de biofilmes para
0 biocontrole da antracnose em pds-colheita de mamoeiro. Cruz das
Almas, 2018. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia.

Este trabalho teve como objetivos prospectar bactérias epifiticas a partir de
folhas, frutos e sementes do mamado; avaliar o antagonismo in vitro a
Colletotrichum spp. pela producdo de compostos difusiveis, volateis, quitinase
e inibicdo da germinacao de conidios; quantificar a producdo de biofilme pelos
selecionados como antagonistas e verificar a reducdo da severidade da
antracnose em discos de frutos e em frutos de mamao. Inicialmente, 224
bactérias foram isoladas, dentre elas, 74 exibiram ao menos um mecanismo de
acdo contra o patdégeno, 13 bactérias apenas dois, quatro apresentaram trés e
uma bactéria exibiu todos os mecanismos avaliados. Os “Mix” foram compostos
por quatro isolados bacterianos, que foram distribuidos de forma a fim de
equilibrar os mecanismos antagbnicos dos isolados em cada combinacdo. O
isolado 901 se fez presente em todos os “mix” por exibir todos os mecanismos
avaliados, sendo eles: 1 (901,777,784,916), 2 (901,734, 905, 906), 3 (901, 794,
916, 924), 4 (901, 794, 905, 906) e 5 (901, 788, 777, 916), foram montados,
mediante a verificacdo compatibilidade dos antagonistas pelo teste de antibiose
reciproca, pela exibicdo de ao menos dois mecanismos de agdo, somando
ainda a producéo de biofilme, e aplicados nas concentracdes 108, 107 e 10°
UFC mL nos discos de frutos. Todos os “Mix” reduziram significativamente a
antracnose nos discos de frutos quando comparados ao controle. No entanto
os “Mix” 1, 3, 5, na concentracdo 108 UFC mL, proporcionaram melhores
desempenhos reduzindo a doenca até 75 %, 89,78 % e 90,8%,
respectivamente. Os ‘Mix” 3 e 5 na concentragdo 6tima de 108, foram aplicadas
nos frutos inteiros, e a eficiéncia dos tratamentos foi comparada ao fungicida
sintético Comet (Piraclostrobina 250 g/L). Os “Mix” bacterianos n&o diferiram
significativamente do fungicida, que atingiu niveis de reducdo da doenca
superiores a 97 %. A combinacdes utilizadas reduziram a severidade da
antracnose acima de 98 %.

Palavras chave: Colletotrichum spp., biofilme, controle biolégico



ABSTRACT

SANTOS, L.A.L selecdo de bactérias epifitas formadoras de biofilmes para
o biocontrole da antracnose em poés-colheita de mamoeiro. Cruz das
Almas, 2018. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia.

This work aimed to prospect for epiphytic bacteria from leaves, fruits and seeds
of papaya; to evaluate the in vitro antagonism of Colletotrichum spp. by the
production of diffusible, volatile compounds, chitinase and inhibition of conidial
germination; quantify the biofilm production by the selected ones as antagonists
and to verify the reduction of the anthracnose severity in fruit discs and in
papaya fruits. Initially, 224 bacteria were isolated, among them 74 exhibited at
least one mechanism of action against the pathogen, 13 bacteria only two, four
had three and one bacterium exhibited all the evaluated mechanisms. The "Mix"
were composed of four bacterial isolates, which were distributed in order to
balance the antagonistic mechanisms of the isolates in each combination. The
901 isolate was present in all mixtures because it showed all the evaluated
mechanisms, being: 1 (901,777,784,916), 2 (901,734, 905, 906), 3 (901, 794,
916, 924), 4 (901 , 794, 905, 906) and 5 (901, 788, 777, 916) were assembled
by testing the antagonism of the antagonists by the test of reciprocal antibiosis
by displaying at least two mechanisms of action, further adding biofilm
production , and applied at concentrations 108, 107 and 106 CFU mL-1 in the
fruit discs. All "Mix" significantly reduced the anthracnose in the fruit discs when
compared to the control. However, "Mix" 1, 3, 5, at concentration 108 CFU mL-
1, provided better performances reducing the disease to 75%, 89.78% and
90.8%, respectively. Mixtures 3 and 5 at the optimum concentration of 108 were
applied to the whole fruits, and the efficiency of the treatments was compared to
the synthetic fungicide Comet (Piraclostrobin 250 g / L). The bacterial mixtures
did not differ significantly from the fungicide, which reached disease reduction
levels above 97%. The combinations used reduced the anthracnose severity
above 98%.

Key words: Colletotrichum spp., biofilme, controle biol6gico
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil € segundo maior produtor de mamao (Carica papaya L.) do mundo,
com 12,6 % da producdo mundial, em uma area cultivada aproximada de 32 mil
hectares Fao (31). O volume de frutos produzido quase que em sua totalidade é
direcionado ao consumo interno, e o exportado ndo chega a 10 % do total Fao (31) e
Cepea (19).

Um dos principais entraves do setor sdo as perdas provocadas, em sua
grande maioria por fungos fitopatogénicos, que podem comprometer até 90 % da
producdo Bautista-bafos et al., (10). Entre as principais doencas que acometem 0s
frutos em poés-colheita a antracnose destaca-se por reduzir a vida util dos frutos
durante o armazenamento, o transporte e a comercializagcdo Casarrubias—catrrillo et
al.,(18). Na maioria das vezes a antracnose € associada ao Colletotrichum
gloesporioides como agente causal, Bosland & Votava,(15).

O controle da antracnose, para os mercados de exportacdo, € realizado de
acordo com os regulamentos do exportador, enquanto que para o mercado nacional,
normalmente, sdo empregados fungicidas sintéticos. No entanto, a toxicidade dos
agroquimicos para 0s seres humanos, os riscos de contaminacdo do meio ambiente,
somado ainda ao declinio da eficiéncia dos agroquimicos, sdo fatores que
motivaram a busca do desenvolvimento de novas tecnologias, pré e pos-colheita,
que permitam a reducado ou substituicdo do uso de agrotoxicos. (10, 43,70).

Deste modo, a restricdo de tratamentos quimicos € uma tendéncia crescente
nos mercados consumidores externos e internos, e caracteristicas como auséncia
de podriddes, baixos teores residuais dos fungicidas, além do sabor, aroma e

aparéncia sdo quesitos indispensaveis na aceitacéo do produto (60).
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O controle biologico de fitopatégenos, pela aplicacdo de bactérias epifiticas
antagonistas, surge como uma potencial tecnologia sem residuos quimicos no
controle de doencas na pos-colheita. Uma vez que estes microrganismos sao de
ocorréncia natural e estdo adaptados a superficie alvo (44), podem oferecer controle
preventivo da antracnose e também durante o armazenamento e transporte dos
frutos (83).

Deste modo aventando-se a possibilidade da busca por bactérias
antagonistas a Colletotrichum gloesporioides, vislumbrando a capacidade da
formacao de biofilmes como uma estratégia adicional na selecédo dos isolados, além
dos mecanismos classicos inerentes ao biocontrole, € possivel aumentar a gama de
acdo dos potenciais agentes de biocontrole de doencas, tornando palpavel a
possibilidade de sucesso no emprego de tais microrganismos.

O biofilme é uma estratégia comum de crescimento das bactérias na natureza
Watnick & Kolter (98). As populacdes bacterianas encontram-se aderidas entre si ou
a a uma superficie imersas em uma matriz polimérica, que possui funcdo tampao
conferindo protecdo a seus membros denominado de biofilme (7, 47, 92).

Deste modo, a existéncia de um biofilme bacteriano, na superficie de um
fruto, atuaria como uma barreira biolégica a colonizacao do fitopatégeno, impedindo
ou retardando o desenvolvimento do mesmo.

O controle biolégico por sua vez, € um método capaz de promover o manejo
de doencas pos-colheita pelo aumento da atividade de microrganismos benéficos no
tecido alvo Alvindia & Natsuaki, (5). Assim sendo, sdo de suma importancia estudos
gue visem investigar a influéncia do biofilme bacteriano sobre a atividade antagbnica
destes agentes, posto que, esta alternativa pode ser promissora para o0 manejo da

antracnose no mamoeiro.
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Objetivo Geral

Prospectar bactérias coletadas da parte aérea do mamoeiro objetivando utiliza-las
no biocontrole da antracnose causada por Colletotrichum spp. poés-colheita de
mamao.

Objetivos Especificos

e Isolar bactérias associadas aos tecidos da parte aérea do mamoeiro;

e Selecionar bactérias antagonistas a Colletotrichum spp. por meio da producao
de compostos antifingicos difusiveis e volateis, quitinase e pela capacidade
de inibicdo da germinacao dos conidios do patdgeno;

e Quantificar a formacdo de biofilme bacteriano in vitro pelos isolados
selecionados;

e Estabelecer combinac¢des de isolados antagonistas;

e Verificar a reducdo da severidade da antracnose em discos de frutos e frutos

inteiros;
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A cultura do mamaéao

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma espécie herbacea perene, familia
Caricaceae originaria da américa tropical (57). Adaptada ao clima tropical, a espécie
apresenta alta diversidade genética, provavelmente por apresentar como centro de
origem o noroeste da América do sul, mais precisamente, a Bacia Amazobnica
Superior Salomao et al.,(79). Nessas condicbes apresenta ciclo semi-perene, com
pico de producdo entre dois a cinco anos, sendo uma das poucas fruteiras com
capacidade de producédo durante todo o inteiro Ramos et al.,(74).

O Brasil é segundo maior produtor e exportador de mamao, atras apenas da
india, com 12,6 % da producdo mundial. Em 2016 foram produzidas 1.424.650
toneladas do fruto no pais, em uma area plantada de 30.372 mil hectares em area
colhida da fruta, gerando uma receita superior a 43,6 milhdes de dodlares. Agrolink
(2); Cepea,(19), Ibge (37).

O mamoeiro é cultivado em praticamente todo territério nacional, entretanto,
as maiores areas de producdo estdo concentradas nos Estados da Bahia e do
Espirito Santo, Incaper (40). O estado da Bahia lidera a produgdo nacional com
rendimento superior a 753 mil toneladas, seguido do Espirito Santo com a 251.365.
A soma desses valores representa 71,33 % da producdo brasileira, com um total
acima de um bilhdo de frutos produzidos. Ibge, (37). A cultura apresenta grande
importancia social, e econdmica, uma vez que gera emprego e renda durante todo o
ano.

A Unido Europeia, devido a popularidade das frutas tropicais, tem assegurado
demanda constante no bloco. Assim sendo, € de suma importancia que produtores
brasileiros voltem suas atencbes aos padroes de comercializagdo internacional,

como baixo nivel de residuos de agrotoxicos aplicados nas fases pré e pds-colheita,
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auséncia de podridbes, além da aparéncia, aroma e sabor como quesitos
indicadores de garantia de aceitacdo dos frutos, visando manter a boa reputacdo da
fruta brasileira no exterior Cepea(19); Nery e Silva et al., (73)

Apesar dessa posicdo de destaque, aproximadamente apenas 3 % dos frutos
produzidos no pais sao exportados, além das exigéncias do mercado exportador, a
ocorréncia de problemas fitossanitarios, na pré e pos colheita, comprometem a
qualidade final do produto e consequentemente a comercializacdo (KIST et al.,
2012),

O volume exportado pelo Brasil, de acordo com a Secex, em 2017 foi de
39,11 mil toneladas, 3,1% superior ao embarcado no ano anterior, entretanto, 1,7 %
inferior a 2015, que é considerado o ano recorde de exportacdes da fruta, quando
comparado apenas ao segundo semestre do mesmo ano, a queda das exportacdes

superam 20% Cepea (19).

A antracnose no mamoeiro

O mamoeiro apresenta um historico de problemas fitossanitarios responsaveis
por perdas significativas na producdo. Dentre as doencas que acometem a cultura
destaca-se a antracnose, uma doenca fungica pds-colheita que geralmente é
associada ao Colletotrichum gloesporioides, teleomorfo Glomerella cingulata. Dantas
(26).

Esta doenca é de comum ocorréncia nas regides produtoras em todo o
mundo. Os sintomas sao expressados nos frutos maduros, nas fases de
embalagem, transporte, amadurecimento e comercializacdo Oliveira et al., (65) e um

dos fatores limitantes a exportacdo. Liberato & Tatagiba (53).
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Embora a antracnose seja de suma importancia na fase pos-colheita, a
infeccdo inicia-se geralmente no campo, ocorrendo normalmente apés a floragéo,
favorecida pelas condi¢cBes climaticas das regides produtoras, resultante da entrada
do patogeno direta ou indiretamente por fissuras naturais e/ou por injurias
mecanicas provocadas durante a colheita, transporte e armazenamento.
Agrios(01);Benato (12).

A penetracdo do fungo se inicia no estigma da flor, pelos ferimentos deixados
na emissdo das pétalas e principalmente por lesdes na superficie dos tecidos. A
infeccdo permanece latente, nas folhas e peciolos. Nos frutos os sintomas séo
visiveis na época do amadurecimento, quando havera maior disponibilidade de
nutrientes. Freire (37).

Os conidios fixam-se a superficie da planta hospedeira onde germinam,
desenvolvendo um pequeno tubo germinativo, e este diferencia-se em apressorio
que aderem a cuticula do hospedeiro Perfect et al.,(69). Uma vez aderido, o
apressorio torna-se melanizado e secreta um conjunto enziméatico, dentre as quais
enzimas hidroliticas e pectinases, que sdo essenciais na sinalizacdo, aderéncia e
consequente enfraquecimento da parede celular da planta hospedeira. O’connell et
al., (63).

Colletotrichum gloeosporioides, geralmente associado a antracnose, pertence
a ordem Melanconiales, familia Melanconiaceae. Produz acérvulos subepidérmicos,
dispostos em circulos. Os conidios s&@o hialinos e gutulados, uninucleados,
arredondados nas extremidades e levemente curvos, Dodd et al.,(28).

Em termos gerais, espécies de Colletotrichum sao diferenciadas com base em
caracteres morfoldgicos e culturais. Caracteristicas como a morfologia de conidios,

presenca de setas, coloracdo de colbnia, producdo de pigmentos e taxa de
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crescimento, e a capacidade de se reproduzir sexualmente, tem sido empregadas
para diferenciar ou caracterizar espécies Sutton (87); Freeman et al., (36). No
entanto este género apresenta um complexo de espécies associadas a antracnose.
Esse “Complexo Gloesporioides” inclui fungos morfologicamente semelhantes,
porém que divergem geneticamente, mas induzem os mesmo sintomas Liu et
al.,(54).

A antracnose possui como caracteristica marcante a ocorréncia de lesdes
necroticas grandes e arredondadas nos frutos, de bordos suspensos com uma leve
depressdo no centro das lesGes. Essa sintomatologia manifesta-se em plantas de
qualquer estadio de desenvolvimento. Entretanto, as injurias provocadas pelo
patdgeno sdo mais evidentes nos frutos e sdo geralmente expressos apos a
colheita, quando os mesmos estdo prontos para a comercializacdo Fernandes et
al.,(33). O patégeno penetra nos tecidos dos frutos ainda verdes e saudaveis.
Permanecendo quiescente até o inicio da maturacdo Bailey & Jeger, (08);
Fernandes et al., (33), Salomao et al.,(80).

A colonizacdo do fungo € concentrada na parte central da lesao,
correspondente ao patégeno, que permanece em estado saprofitico reproduzindo-se
abundantemente, tanto nas folhas mais velhas quanto nos frutos mumificados que
caem no solo. A infeccdo nas folhas novas se inicia com lesfes quase que
imperceptiveis, circulares, isoladas, translicidas que, coalescem e tornam-se
marrons, causando necrose nos tecidos e o amarelecimento das folhas. Oliveira

(65); Reis et al.,( 75).

Controle quimico
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O controle quimico associado ao tratamento hidrotérmico € o principal
tratamento utilizado no controle das doencas pdés-colheita, e integra uma série de
fungicidas pertencentes aos grupos imidazol, benzimidazéis e bisditiocarbamato, em
prol de garantir uma maior sobrevida ao fruto. Agrofit,(03); Bautista-bands,(10);
Robs (77); Sholberg & Conway,(84);

A utilizacédo de fungicidas na pos-colheita do maméao depende do mercado a
qual mercado os frutos seréo destinados. Os frutos para consumo nacional recebem
aplicacao de fungicidas sintéticos, na maioria das vezes de forma indiscriminada, na
tentativa de sanar os problemas fitossanitarios. Para fins de exportacdo as frutas
devem apresentar um padrédo de qualidade definido pelas exigéncias do exportador.
Isso implica na obrigatoriedade da certificacdo de frutas.

A esse respeito, em alguns paises como o Brasil, existem poucas ou
nenhumas regulamentacdes para 0 uso de produtos quimicos. Ja para o mercado de
exportacdo as normas quanto ao uso de fungicidas € protegido por legislacdes
especificas, com controle permanente de toda cadeia produtiva no pais exportador.

A aplicacdo de produtos quimicos promove Sérios riscos para o0 meio
ambiente e a saude humana, principalmente pela presenca de residuos toxicos, que
sdo acumulativos no organismo. Além disso, alguns fungos patogénicos adquirem
resisténcia a fungicidas, quando empregados de forma indiscriminada, o que é um
fator limitante no uso desses produtos e exige o desenvolvimento de pesquisas que
visem a reducdo e /ou substituicdo desses produtos toxicos, como a producdo
integrada, que utiliza outros métodos para o controle de doencas pos-colheita.
Nesse sentido, a combinacdo de fungicidas em concentracdes mais baixas, com
outros métodos, é um procedimento comum durante o manejo dos frutos no controle

das doencgas pos-colheita. (81,100).
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Controle Bioldgico

O controle bioldgico tem por definicdo a supressdo do indculo ou da atividade
de um patdégeno por meio de um ou mais organismos, excluindo o homem que atua
de forma passiva no processo. Cook & Baker (21). O termo é empregado em
fitopatologia para o uso de microrganismos antagonicos no controle de doencas.
PAL (67).

Neste contexto, a aplicacdo de antagonistas é a principal estratégia utilizada
para suprimir a infeccdo por patdégenos. Bertolini et al,(13), Korsten et al.,(49)
,Leibinger et al.,(52), Teixido et al.,(88). A atividade antagbnica de diversos
microrganismos vem sendo amplamente utilizada no controle de doencas pés-
colheita em variadas culturas exibindo resultados promissores. Apresenta uma
complexa interacdo planta-patdgeno-antagonistas-meio ambiente, além da producao
de substancias capazes de inibir o crescimento do patégeno. Droby & Chalutz (29),
e no caso dos agentes bacterianos, a associacdo em biofilmes pode influenciar
diretamente no sucesso do biocontrole.

Segundo Pimenta et al., (70) o controle biolégico classico desenvolve-se
mediante o isolamento de cepas de ocorréncia natural associadas ao vegetal-alvo,
para obtencdo de uma ou mais espécies que possam expressar seu potencial
antagonico. Posteriormente, sédo realizados experimentos de selecdo, multiplicacao
desses agentes em laboratoério e testes in vivo, a fim de comprovar a eficacia do
biocontrole.

A capacidade atuacdo de um agente de controle de doencas deve-se a uma
variedade de mecanismos de acdo Lanna Filho et al., (34), dentre esses a

competicdo por nutrientes e espaco. Wang et al., (95); a inducdo de resisténcia
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Araujo e Meneses, (06); Chalfoun et al., (20), a antibiose. LOUSADA et al., (56),
ocorréncia de parasitismo KUPPER et al.,(50), producdo de compostos
antimicrobianos volateis ou néo volateis ASARI et al., (07), além da producdo de
quitinases.

Embora os mecanismos de acdo expressados pelos agentes de biocontrole
sejam distintos, um microrganismo pode agir por meio de mais de um recurso, sendo
o desejavel na busca de um antagonista, pois, dessa forma, as chances de sucesso
no controle séo elevadas. Bettiol e Ghini, (14).

Véarios agentes de biocontrole como bactérias, leveduras e fungos foram
testados na supressdo de diferentes patdgenos em mamao pos-
colheita. Geralmente, os efeitos positivos dessa tecnologia podem diferir de acordo
com as espeécies antagonistas aplicadas. Por outro lado, os niveis de controle
também podem variar em condigfes in vitro ou in vivo. Bautista-Bafios et al., (10).

Viana et al, (93) observaram a inibicdo in vitro de Colletotrichum
gloesporioides por leveduras-killer em até 60%, além da reducdo em até 25 % da
ocorréncia da antracnose em frutos de mamao em pdés-colheita. J& Valenzuela et al.
(91) verificaram a capacidade antagonica de cepas de Trichoderma a Colletotrichum
gloesporioides. O micoparasitismo foi o mecanismo de agao identificado, somado
ainda a diminuicdo do numero de lesdes nos frutos.

Outros estudos também destacaram a associacdo de microrganismos
antag6nicos com outras medidas de controle contribuindo na redug&o dos niveis de
doenca do mamao. Neste quesito estudos com a cepa Candida oleophila na
concentragdo del03 células / mL combinada com bicarbonato de sédio a 2 %
reduziram a incidéncia da doenca em aproximadamente 60 % mais do que 0s

tratamentos aplicados isoladamente Gamagae et al., (38). Posteriormente a mesma
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cepa, em concentracdo diferente, desta vez 108células / mL incorporados
numa base de cera na formulacéo, associada a 2 % de bicarbonato de sédio reduziu
a incidéncia da doenca em até 60 % Gamagae et al., (38).

A consisténcia e/ou eficiéncia dos resultados em condi¢des reais de cultivo é
muito questionada quando o método utilizado é o controle biolégico. Um dos motivos
para 0 insucesso do biocontrole € a instabilidade de controle € as condi¢cbes
ambientais. Em pos-colheita, estas condicbes podem ser facilmente mediado,
facilitando a aplicacdo e atuacdo dos agentes antagonistas. Assim, pode-se dizer
que microrganismos antagonistas podem ser promissores como “fungicidas vivos”
para o controle de doencas pos-colheita de frutos (WILSON et al., 1999; Bautista-

Barfios et al.,(10).

Bactérias no controle de fitopatégenos

Dentre os microrganismos com potencial antagbnico a fitopatdgenos ja
comprovados citam-se as bactérias, em virtude da habilidade de crescimento em
superficies da planta hospedeira, pela producdo de metabdlitos, além de apresentar
elevada taxa de reproducdao, facilidade no cultivo, manipulacao e baixo requerimento
nutricional.

Bacillus subitilis isolados da cultura alvo, ou de culturas distintas tem sido
reportada com sucesso no biocontrole de fitopatégenos em distintas culturas como
abacate, manga e citrus (06, 49, 50,51). Os microrganismos pertencentes a este
género apresentam a capacidade de formar enddsporos tolerantes a variagdes de
pH e temperatura, fertilizantes, pesticidas, além dos mdudltiplos mecanismos

antagonicos, capazes de ultrapassar as defesas do patogeno (34, 47).
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Neste quesito, também foi relatado a eficacia do controle da antracnose em
pés-colheita do mamdo mediante a associacdo da cepa B23 de Burkholderia
cepacia em concentracdo 10° UFC / mL, com a quitosana a 0,75 %, combinada com
3 % de cloreto de calcio Rahman et al., (72). Shi et al. (83) relatam Pseudomonas
putida biovar MPG1, aplicada também em pdés-colheita, reduziu a incidéncia da
antracnose em mamao além de retardar a infeccdo do patdgeno. No entanto, esse
controle ndo excedeu a efetividade do fungicida sintético Ridomil.

Ademais, ha estudos que comprovam a eficAcia de Bacillus
amyloliquefaciens, aplicado nos frutos de mamé&o apos tratamento com
metilciclopropeno, no controle da antracnose. Essa combinacédo reduziu a incidéncia
da doenca em 50 %, além de aumentar o tempo para a maturacdo dos frutos,
mantendo a firmeza e retencdo de cor Osman et al.,, (66), ressaltando assim a
importancia da associacdo dos agentes de biocontrole, com as praticas rotineiras de
controle de doenca pés colheita Janisiewicz & Korsten (43).

Em outras culturas, estudos conduzidos quanto a potencialidade
Antagonistica de isolados de Bacillus subtilis, Bacillus spp. e um isolado de B.
thuringiensis a Colletotrichum acutatum, agente causal da queda prematura no citrus
pela producdo de metabolitos foram avaliados. Resultados significativos foram
obtidos, e a reducdo a cerca de 20 % do crescimento micelial do patégeno foi
verificada quando comparada ao controle quimico (51).

Em Macieira altos niveis de supressdo a fitobactéria Erwinia amylovora,
agente causal da queima da macieira, foi verificado por meio do antagonismo
exercido por de isolados bacterianos obtidos de flores da cultura alvo. Dentre os

géneros avaliados, os melhores resultados foram obtidos pelas espécies bacterianas
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pertencentes aos géneros Pseudomonas e Pantoea, e leveduras pertencentes ao
género Cryptococcus. Pusey et al.,(71).

Existem duas formas basicas para o uso dos antagonistas microbianos para o
controle das doencas pos-colheita de frutas: a utilizagdo de microrganismos
existentes no préprio ambiente alvo, ou aqueles que podem ser introduzidos
artificialmente na acao contra patégenos Sharman et al., (81).

Mediante o exposto infere-se que a proposta mais viavel para a utilizacdo de
bactérias como agentes de biocontrole de doencas em pdés-colheita de mamao seja
0 emprego e manejo de antagonistas naturalmente existentes na cultura por serem
bem adaptados a superficie alvo Alvindia; Natsuaki (05). E em casos de doencas
como antracnose cujo patdégeno possui estado epifitico no seu desenvolvimento,
populacdes microbianas podem causar interferéncia na interacdo patdégeno/planta
antes mesmo da infeccao Beattie; Lindow (11).

Trata-se de um método sustentavel, eficiente, ndo residual, com baixos riscos
ao meio ambiente, e tampouco a saude do consumidor. Deste modo, pode contribuir
para: reducdo das aplicacdes de agroquimicos; melhoria da qualidade e aceitacéo
dos frutos pelo mercado, minimizar a poluicdo ambiental, além de conferir menor

custo e riscos na sua utilizagéo.

Biofilme

O biofilme é uma condicdo natural de crescimento das bactérias na natureza
em associagao entre si e / ou a superficies e interfaces. Sdo comunidades de células
estruturadas aderidas a uma superficie bidtica ou abidtica, envolvidas numa matriz
polimérica extracelular. Em outras palavras, biofilmes sdo compostos por células

bacterianas, exopolissacarideos (EPS), proteinas e DNA. (23,27,86,98).
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O biofilme, além de seu papel no suporte de células, age como um tampéo,
protegendo as células bacterianas de mudancas abruptas nas condi¢cdes do
ambiente, além da acdo de compostos antimicrobianos produzidos por outros
microrganismos Ramey et al., (73), auxilia na colonizacdo de fitopatdgenos,
blogueando o fluxo de nutrientes, protege a populacdo bacteriana contra os
mecanismos de defesa das plantas, quando atacadas por patégenos Walker et al.,
(94), e também contra diferentes estresses ambientais Lindow & Monier, (59);
Danhorn e Fuqua, (25). Sua formacdo é desencadeada por condi¢cdes externas
desfavoraveis resultantes de modificacbes na expressdo génica, que alteram o
microambiente de seus individuos, e consequentemente 0s genes envolvidos no
processo de formacdo, sinalizacdo, maturacdo e desagregacdo do biofilme
Jefferson, (44).

A guantidade de EPS (Extracelular Polymeric substance) varia de acordo com
0 género e espécie para formacédo do biofilme bacteriano. Apesar da composi¢cao
heterogénea, os EPS sdo compostos essenciais da matriz do biofilme, fornecendo a
estrutura na qual as células microbianas séo inseridas Branda, et al.,(16). O EPS
confere a adesao a superficie ajusta a estabilidade mecéanica ao biofilme, resguarda
as células contra atagues externos formando uma rede tridimensional que conecta e
imobiliza as células no biofilme. Flemming & Wingender, (35).

O processo de formacdo destas estruturas envolve passos sequenciais
compreendidos em nove etapas basicas: (1) células bacterianas (microrganismos
primarios) na forma planctonica, que aderem a uma determinada superficie soélida
por meio das for¢cas de van der Walls , interactes hidrofobicas e forca eletrostatica
em meio aquoso; (2) multiplicacdo celular e producédo de EPS, matriz polimérica,

(microrganismos secundarios), essa matriz favorece a aderéncia das microcolonias,
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nesta fase a adesdo é irreversivel, (3) estruturas de alta complexidade sendo
preparadas; (4) Formacéo de um biofilme mais elaborado contendo canais para fluxo
de nutrientes e excrecoes; (5) disseminacdo celular e colonizacdo subsequente de
outras superficies; (6) Sinalizagcdo moléculas célula/célula - Quorum Sensing; (7)
Transporte de substratos para dentro do biofilme; (8) Metabolismo das celular
ligadas ao biofilme e transporte de produtos para fora do biofilme; (9) Remocéo do

biofilme por remocé&o ou desagregacao. Nattress,(61) .

As bactérias associadas as plantas interagem com as superficies do tecido do
hospedeiro durante a patogénese e a simbiose e nas relacbes de comensalismo. A
superficie do tecido da planta, a disponibilidade de nutrientes e 4gua e as tendéncias
das estirpes colonizadoras influenciam fortemente a estrutura de biofilme resultante

Ramey et al.,(73).

Espécies de Pseudomonas formam densos biofilmes em superficies abioticas
e bidticas, sendo um modelo primario na pesquisa de biofiime Parsek e Fuqua,
(68). A Pseudomonas putida pode responder rapidamente a presenca de exsudatos
radiculares nos solos, convergindo nos locais de colonizacdo radicular e
estabelecendo biofilmes estaveis que atuam na promocdo de crescimento das

plantas (30).

Do mesmo modo Azospirillum brasilense e espécies relacionadas sao
proteobactérias moveis e heterotroficas que interagem com raizes de uma variedade
de cereais, como trigo e milho, e frequentemente promovem o crescimento de suas
plantas hospedeiras Bais et al., (09). Ademais, relatos sdo referentes a aderéncia
em sementes e brotos e a atuacdo do biofilme na rizosfera. Tal estratégia utilizada

no biocontrole de doencas pés-colheita, ndo foi relatada.
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As bactérias interagem fisicamente com as plantas de diversas
maneiras. Uma caracteristica comum dessa interacéo é a colonizacao superficial, na
qual os microrganismos aderem aos tecidos vegetais externos e internos como
células individuais e grupos. As populacbes aderentes que sdo definidas como
biofiilmes exibem uma gama de composi¢cdes, dimensdes e localizacdes. Cada
microambiente da planta possui niveis de saturacdo caracteristicos, disponibilidade
de nutrientes e quimicas de superficie, os quais influenciam diretamente na forma e
a atividade dos biofilmes Ramey et al., (73).

Dentro do contexto da busca por potenciais agentes bacterianos de
biocontrole, poucos estudos consideram a capacidade de formacdo de biofilme
como uma caracteristica adicional na selecdo de antagonistas, detendo-se nos
mecanismos classicos. Assim, essa € uma caracteristica que deve ser levada em
conta, uma vez que biofilmes bacterianos podem contribuir com o sucesso do
biocontrole de fitopatdgenos.

Bais et al. (09) trabalharam com um isolado de Bacillus subtilis, selecionado
previamente como antagonico a Pseudomonas syringae em arabidopsys. Os autores
puderam verificar em estudo preliminar, que a formacao de biofilme pela cepa de B.
subtilis estudada dependia diretamente da producdo de uma surfactina. E ao testar
mutantes deficientes na producdo de sufractina contra Pseudomonas syringae a
cepa mutante ndo proporcionou nenhuma protecdo a planta, obtendo elevados
niveis nas mesmas, podendo ser comparadas com plantas inoculadas apenas com a
bactéria fitopatogénicas. Dessa forma comprovaram que, a formacdo do biofilme
esta diretamente relacionada no biocontrole apresentado pelo B. subtilis.

Em razdo das perdas substanciais geradas pelas doencas na pré e pos

colheita, fazem-se necessario estudos sobre a influéncia do biofilme, nos
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mecanismos de acdo expressados pelos antagonistas bacterianos, uma vez que, o
biofilme, pode atuar como barreiras de natureza fisica, quimica e/ou biolégica a
colonizacdo de outros microrganismos, como fitopatdgenos, impedindo o

desenvolvimento dos mesmos.
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RESUMO

SANTOS, L.A.L selecao de bactérias epifitas formadoras de biofilmes para o biocontrole
da antracnose em pos-colheita de mamoeiro. Cruz das Almas, 2018. Dissertacdo (Mestrado
em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.

Um total de 224 cepas de bactérias, isoladas das folhas, fragmentos de frutos e sementes do
mamao, foram avaliados quanto a atuacdo como agentes de biocontrole in vitro contra
Colletotrichum gloeosporioides. Os isolados selecionados como antagonistas, foram avaliados
também quanto a capacidade de formacao de biofilme, sendo esta ultima uma caracteristica
adicional de selecdo. Nas quais duas apresentaram capacidade de inibir o patégeno in vitro
apenas por meio da producdo de compostos difusiveis, 47 por compostos volateis, 17
produziram quitinase e oito inibiram a germinacdo de conidios. Destas, 18 exibiram dois ou
mais mecanismos, e apenas um isolado foi positivo para todos os mecanismos avaliados.
Dezoito bactérias que exibiram ao menos dois mecanismo de a¢do, com excecao da 803 e 883
foram submetidas ao teste de antibiose reciproca, e também avaliadas, quanto a producédo de
biofilme in vitro, nos tempos de 24,48 e 72 horas. Destas, 11 foram selecionadas para o teste
in vivo, em discos de frutos de mamao dispostas em cinco combinacdes bacterianas
denominados “mix”, a fim de ampliar a eficacia do biocontrole e dispostos da seguinte forma:
“Mix” 1 (901,777,784,916), 2 (901,734, 905, 906), 3 (901, 794, 916, 924), 4 (901, 794, 905,
906) e 5 (901, 788, 777, 916). Estes foram avaliados em 3 diferentes concentracdes de 102,107
e 10° UFC / mL.1 na redugdo da severidade da antracnose em discos e frutos inteiros de
mamao. Os “Mix” 1,3 e 5 exibiram eficiéncia superior a 75%, 89% e 90% respectivamente,
no controle da doenca na concentragio 102 UFC / mL™.0s “Mix” 3 e 5 foram avaliados
quanto a reducdo da doenca em frutos inteiros de mamao, e comparados ao fungicida
(Piraclostrobina 250 g¢g/L). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, considerando a presenca de ferimentos nas cascas dos frutos. Os “Mix”
bacterianos ndo diferiram significativamente do fungicida, atingiram niveis de reducdo da
doenca superiores a 98 %, enquanto o fungicida ultrapassou 97% no controle da antracnose.
Estes resultados indicam o uso potencial das bactérias isoladas a partir da cultura alvo como
agentes de biocontrole de C. gloeosporioides em mamoeiro.

Palavras-chave: Carica papaya; Quorum sensing; Controle bioldgico.
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ABSTRACT

SANTOS, L.A.L selecao de bactérias epifitas formadoras de biofilmes para o biocontrole
da antracnose em pos-colheita de mamoeiro. Cruz das Almas, 2018. Dissertacdo (Mestrado
em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.

A total of 224 bacterial strains isolated from leaves, fruit fragments and papaya seeds were
evaluated for their performance as in vitro biocontrol agents against Colletotrichum
gloeosporioides. The isolates selected as antagonists were also evaluated for biofilm
formation capacity, the latter being an additional selection feature. In two of them they were
able to inhibit the pathogen in vitro only by the production of diffusible compounds, 47 by
volatile compounds, 17 produced chitinase and eight inhibited conidial germination. Of these,
18 exhibited two or more mechanisms, and only one isolate was positive for all evaluated
mechanisms. Eighteen bacteria that exhibited at least two mechanisms of action, except for
803 and 883 were submitted to the test of reciprocal antibiosis, and also evaluated, in vitro
biofilm production, in times of 24, 48 and 72 hours. Of these, 11 were selected for the in vivo
test, in disks of papaya fruits arranged in five bacterial combinations called "mix", in order to
increase the effectiveness of the biocontrol and arranged as follows: "Mix" 1
(901,777,784,916), 2 (901,734, 905, 906), 3 (901, 794, 916, 924), 4 (901, 794, 905, 906) and
5 (901, 788, 777, 916). These were evaluated in 3 different concentrations of 108,107 and 106
CFU / mL-1 in reducing the severity of anthracnose in discs and whole papaya fruits.
Mixtures 1, 3 and 5 showed efficiency over 75%, 89% and 90%, respectively, in control of
the disease in the concentration 108 CFU / mL -1. Mix 3 and 5 were evaluated for disease
reduction in whole fruits of papaya, and compared to the fungicide (Piraclostrobina 250 g /
L). The experiment was conducted in a completely randomized design, considering the
presence of wounds in the fruit peels. The bacterial mixes did not differ significantly from the
fungicide, reached disease reduction levels higher than 98%, while the fungicide exceeded
97% in anthracnose control. These results indicate the potential use of bacteria isolated from
the target culture as biocontrol agents of C. gloeosporioides in papaya.

KEYWORDS: Carica papaya; Quorum sensing; Controle bioldgico.
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INTRODUCAO

A cultura do mamoeiro (Carica papaya L.) possui elevada importancia
socioeconémica para a fruticultura brasileira, colocando o Brasil em destaque como segundo
maior produtor mundial e terceiro exportador do fruto. Cepea (09); Fao (15);

Apesar dos bons volumes exportados, ainda possuimos um desafio a ser superado no
setor, tendo em vista que o inferior a 10% do que € produzido, é comercializado para outros
paises e cerca de 90% da producdo é absorvida pelo mercado interno Kist et al., (25);
Fao,(15); Incaper,(23). Além das barreiras fitossanitarias rigorosas, a protecao exercida pelos
exportadores no setor € um dos entraves a expansdo da comercializacdo internacional. Deste
modo, utilizar tecnologias que visem maximizar as exportacées dentro do rigor do mercado
exportador, podem alavancar as exportacdes da fruta.

A fim de reduzir as perdas que giram em torno de 20 % da producdo, um manejo
cauteloso € adotado por conta da alta perecebilidade e suscetibilidade dos frutos a injurias
mecanicas e doencas na pré e pds-colheita Cepea (09).

Entre as principais doencas que acometem os frutos na pos-colheita, a antracnose
destaca-se por limitar a vida util dos frutos durante o armazenamento, o transporte e a
comercializacdo Casarrubias—Carrillo et al., (08). Na maioria das vezes a doenca € associada
ao Colletotrichum gloesporioides como agente causal. Entretanto este género apresenta um
complexo de espécies associadas a antracnose, que sdo morfologicamente semelhantes e
geneticamente distintas, e que exibem o mesmo quadro sintomatolégico Liu et al.,(28).

O manejo pos-colheita de doengcas em maméo é dependente do destino da
producdo. Para exportacdo as etapas sdo bem definidas, as tecnologias sdo preventivas e 0s

fungicidas séo aplicados mediante a regulamentacdo do mercado exportador. J& quando 0s
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frutos sdo destinados ao mercado nacional, muitas vezes sdo empregadas praticas inadequadas
de manipulacdo que resultam em perdas elevadas, além do controle dos fitopatdgenos ser
mediado, principalmente, pelo uso de fungicidas sintéticos Bautista-Bainos,(06).

Devido aos riscos oferecidos a saude humana, ao meio ambiente, somado ainda, a
perda de eficiéncia dos fungicidas, em razdo do surgimento de patdgenos resistentes
Decapdeville et al., (13), a cadeia produtora, fortemente estimulada ela sociedade, tem
demandado a busca de outros métodos de controle de doencas. O controle biol6gico, por meio
da aplicacdo de microrganismos antagonistas, € uma dessas estratégias que visam substituir
e/ou minimizar o uso de defensivos na pré e pos-colheita. Bautista-Bands (06); Nery-Silva et
al., (29);

Dentre os estudos utilizando agentes de biocontrole de doencas pos-colheita em
mamao e outras culturas as leveduras, fungos e bactérias vem sido reportadas e com
resultados promissores. Pusey et al., (33); Rahman et al.,(34); Shi et al., (38); Valenzuela et
al.,(42); Viana, et al,. (93).

As bactérias apresentam alto potencial de uso como agentes de biocontrole de doencas
em pos-colheita. A elevada capacidade de multiplicacdo, facilidade para o cultivo e
manipulacdo, baixo requerimento nutricional, além dos mecanismos classicos inerentes ao
biocontrole, como a producdo de compostos antimicrobianos difusiveis e volateis,
micoparasitismo, competicdo por espaco, e nutrientes, inativacdo de enzimas envolvidas na
patogenicidade Alvindia & Natsuaki, (01); Lanna Filho et al.,(16), sdo algumas das
caracteristicas inerentes a estes microrganismos.

Rahman et al. (34) relataram a eficacia da cepa B23 de Bulkhoderia cepacia em
concentragdo 10° UFC mL " associada a quitosana 0,75% combinada com cloreto de célcio a 3
%, na reducdo da antracnose pos-colheita em maméo. Shi et al. (2009) verificaram a reducéo

da incidéncia da antracnose, além retardar a infeccdo do patdgeno nas mesmas condicdes
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supracitadas, pela bactéria Pseudomonas putida biovar MPG1. No entanto, esse controle ndo
excedeu a efetividade do fungicida sintético Ridomil.

Além dos mecanismos classicos de biocontrole, bactérias associam-se em superficies
pela formacdo de biofilmes Bais et al., (04). O biofilme é definido como uma matriz de
populacdo microbiana aderente entre si e / ou a superficies e interfaces. Sua composicéo é
basicamente compostos extracelulares, como carboidratos, proteinas e até mesmo DNA.
Costerton et al., (11); Lasa, (27). Além de exercer funcdo de suporte das células bacterianas
contra forgas fisicas, também auxilia na sobrevivéncia contra condi¢cdes de estresse, como
mudancas abruptas de temperatura, pH, e ainda o efeito de compostos antimicrobianos
produzidos por outros microrganismos Park e Fuqua,(32).

Assim sendo, infere-se que a capacidade de formacao do biofilme é uma caracteristica
a ser levada em conta na selecdo de antagonistas, uma vez que pode influenciar ao sucesso do
biocontrole. O biofilme pode atuar como barreiras de natureza fisica, quimica e/ou bioldgica a
colonizacdo de fitopatdgenos. Deste modo isolados bacterianos que apresentem alta
capacidade de formacdo de biofilme, associado a outros fatores antagonistas, na superficie de
um fruto, poderiam contribuir eficazmente para o controle de doencas pos-colheita em
mamao.

Diante do exposto, os objetivos do trabalho foram prospectar bactérias epifitas do
mamoeiro antagonistas a Colletrotrichum spp., por meio da producdo de compostos
antimicrobianos difusiveis, volateis, quitinase e pela inibicdo da germinacdo do conidios. Os
agentes de biocontrole selecionados foram avaliados quanto a capacidade de formacgdo de
biofilme, e ainda quanto a reducdo da severidade da antracnose pos-colheita em frutos de
mamao tratados com combinacdes de isolados, cuja eficiéncia foi comparada ao fungicida

sintético Piraclostrobina.
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MATERIAL E METODOS

Isolamento, selecéo e preservacgdo de bactérias epifiticas do mamoeiro

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia do Solo e Residuos
Organicos da Embrapa Mandioca e Fruticultura. As bactérias foram isoladas a partir de
material vegetal de mamoeiro com bom aspecto fitossanitario, provenientes de pomares
caseiros e do centro de abastecimento do municipio de Feira de Santana, além da unidade
experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura, e Mamoeiros do Campus da UFRB em
Cruz das Almas, sem historico da doenca.

Amostras da casca, folhas, fragmentos do fruto e sementes foram coletadas e
cortadas em partes de 3 cm por 3 cm, a excecdo das sementes que ndo fracionadas. Dez
gramas de cada amostra foram imersos em 20 mL de solucdo salina a 0,085 % esterilizada,
agitados por 20 minutos e filtrados com gaze. Aliquotas de 1 mL da suspensdo foram retiradas
seguindo dilui¢do seriada fator 10. De cada diluicdo, 100 pL foram semeados em placas de
Petri contendo meio Agar Nutriente (AN), seguindo-se de incubacdo a 28 °C, por 24h.

As colbnias de cada placa foram selecionadas com base em diferentes caracteristicas
morfoldgicas e preservadas a -80 °C (ROMEIRO, 2009). Foi realizado ‘screening’ inicial in
vitro onde as bactérias isoladas foram avaliadas quanto a capacidade de inibir o crescimento
micelial de Colletrotrichum spp. pela producdo de compostos antimicrobianos difusiveis e
volateis, sintese de quitinase e quanto a capacidade de inibicdo da germinacdo de conidios do

patégeno.

Producéao de compostos antimicrobianos difusiveis
Discos de micélio com 5 mm de diametro, obtidos de culturas de Colletotrichum

spp., com sete dias de crescimento, foram transferidos para o centro de placas de Petri
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contendo meio batata dextrose agar (BDA). Em quatro diferentes regides das placas foram
depositadas 10 pL de suspensédo de células das bactérias, em posi¢des equidistantes. As placas
foram incubadas a 28 °C por sete dias. A presenca de um halo de inibicdo entre o isolado e 0

patdgeno caracterizou o antagonismo, permitindo a selecéo do isolado em teste.

Producédo de compostos antimicrobianos volateis.

Empregou-se o método das placas sobrepostas conforme BHARAT et al. (1980).
Para isso, 100 uL de cada suspensdo bacteriana foram semeados e espalhados sobre o meio
NA em placa de Petri, de forma a produzir uma camada de células na superficie do meio.
Apdbs o crescimento das bactérias por 24 h a 28 °C, foi depositado um disco do micélio do
patdgeno com 5 mm de didmetro sobre meio BDA no fundo de outra placa. As tampas foram
removidas e as duas placas unidas, seladas com filme de PVC e incubadas a 28 °C, por 10
dias, até que o micelio do controle atingisse o crescimento maximo em toda placa. Todas as
placas foram fotografadas, e o crescimento micelial radial do patégeno foi mensurado com o
software Assess 2.0 (Image analysis software for plant disease quantification). Placas
contendo apenas o fungo Colletotrichum spp. foram utilizadas como controle. Foram
selecionados os isolados bacterianos que inibiram o crescimento do fungo acima de 50 %, em
comparacdo ao controle. O experimento foi conduzido em triplicata, cujas médias da inibicdo

foram utilizadas para selecionar os isolados.

Producao de quitinase.

Para a selecdo de isolados produtores de quitinase, a metodologia descrita por
RENWICK et al. (1991) foi utilizada. Os isolados foram multiplicados em meio Caldo
Nutritivo por 24 horas a 28 °C. Aliquotas de 5 pL da suspensdo de células das bactérias da
colecdo foram semeadas em meio de sais descrito por (TUITE, 1969), suplementado com

quitina coloidal, como unica fonte de carbono e, adicionalmente, 10 mL do corante
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fluorescente calcofluor white M2R (1 g/L; Sigma-Aldrich®). Os isolados foram dispostos em
10 pontos distintos da superficie do meio seguindo-se incubacdo a 28 °C por 10 dias. Foram
utilizadas quatro repeticdes por tratamento. Decorrido este intervalo, foi verificada a producéo
de quitinase por meio da observacdo de um halo transparente ao redor da colbnia,
contrastando com o restante do meio em coloracdo azul. A presenca do halo foi o fator de

selecdo do isolado bacteriano.

Inibicdo de germinacao de conidios

Todos os isolados bacterianos foram testados quanto a capacidade de inibirem a
germinacdo de conidios de Colletotrichum spp. em laminas de microscopia. As laminas foram
preparadas adicionando-se 15 mL da suspensdo das epifitas (108 UFC mL™) e o mesmo
volume de suspensdo de conidios (10 con mL™), e avaliadas ap6s um periodo de 48 horas
com 100 % de umidade relativa, a 28 °C. Quantificou-se a percentagem de conidios
germinados em trés laminas por antagonista testado, contando-se os conidios em 5 campos.
Foram considerados germinados os conidios cujos tubos germinativos apresentaram 50 % do
tamanho do conidio. O controle foi composto apenas pela suspensdo dos conidios em agua
destilada. Foram selecionados os isolados que, em média, inibiram a germinacdo de no

minimo 80 % dos conidios.

Antibiose reciproca

Vislumbrando a possibilidade do uso dos antagonistas em combinacdes, foi realizado
um ensaio de antibiose reciproca entre 18 isolados sendo eles: 628, 734, 769, 769, 777, 784,
788, 794, 801, 901,905, 916,917 924. Selecionados por apresentarem pelo menos dois
mecanismos de acdo contra Colletotrichum spp., & excecéo apenas dos isolados 761, 787,803
e 883, que exibiram apenas um mecanismo de acdo, no entanto se destacaram quanto o

antagonismo in vitro a Colletotrichum spp. Empregou-se o teste da dupla camada, de acordo
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com metodologia de Romeiro (2007). Os isolados foram semeados em placas de Petri
contendo meio NA. Foram distribuidos em 10 pontos equidistantes na superficie do meio de
cultura, 5 pL de suspensdo bacteriana, seguido de incubacdo a 28 °C por 24 horas. Em
seguida adicionaram-se 1,0 mL de cloroférmio na tampa de cada placa por 20 minutos com as
mesmas invertidas. Apds este periodo, as placas foram entreabertas em fluxo laminar por 30
minutos para evaporacdo de residuos de cloroférmio. Sobre as coldnias mortas 5 mL de meio
NA semi-solido, contendo 0,1 mL de suspensdo aquosa de células do isolado foram
adicionados. As placas foram incubadas a 28 °C e examinadas ap0s 24 horas para verificacao
da presenca de halos de inibicdo. A presenca de halos caracterizou a incompatibilidade entre

os isolados bacterianos, restringindo as combinacdes.

Avalicdo in vitro da capacidade de formacéo de biofilme

Os dezoito isolados utilizados no teste anterior, foram avaliados quanto a capacidade
de formacdo de biofilme em microplacas de poliestireno contendo o meio MMS (K2HPO4 7 g
LY KH2PO4 2 g LY MgSO4 . 7H20 0,2 g LY (NH4)2,S04 1 g LL; glicerol 4 g L e CaCl, 1
mmol L™?). Inicialmente, os isolados bacterianos foram cultivados por aproximadamente 18
horas a 26 °C, sob agitacdo, em 10 mL de caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI),
seguidos de centrifugacdo a 4300 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspendidas em 1,5 mL de solucdo salina 0,85 % esterilizada, seguindo-se de nova
centrifugacdo na mesma velocidade e tempo. Apds essa etapa, 0 sobrenadante foi descartado e
a densidade otica das células foi padronizada de forma a se obter uma populacéo equivalente a
108 UFC mL™?. Aliquotas de 20 pL dessa suspensdo foram adicionadas a 180 uL de meio
minimo de Sais — MMS contido em microplacas de poliestireno de 96 pocos, em octuplicata.

As microplacas foram incubadas a 26 °C, por 24/48/72 horas. E 0 meio de cultura contendo
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células ndo aderidas foi removido. As células aderidas as microplacas foram coradas por 30
minutos com 200 pL de cristal violeta a 0,1 % (p/v) em 4gua destilada. Em seguida, o corante
foi removido e os pocinhos foram lavados delicadamente, por trés vezes consecutivas, com
200 uL de agua destilada. As placas foram secas em estufa a 40 °C, por 15 minutos. O cristal
violeta retido em cada pogo foi dissolvido em 200 pL de etanol (95 %) e a absorbancia (A)
quantificada a 600 nm em Leitor de Elisa. O experimento foi conduzido utilizando-se o
delineamento inteiramente casualizado em oito repeticdes por isolado. As leituras das
densidades Oticas obtidas foram relacionadas a adesdo das células bacterianas ao poliestireno

e, consequentemente, maior capacidade de formacao de biofilme.

Avaliacdo da reducdo da antracnose em discos de frutos

Quantificou-se a reducdo da antracnose em discos de frutos mamoeiro tratados com
agentes bacterianos. Foram montadas cinco combinacbes de isolados, a partir de onze
antagonistas selecionados nos ensaios anteriores, que apresentavam ao menos dois
mecanismos de acdo, e compatibilidade para uso combinado. As combinacbes deu-se a
denominacdo de “Mix”. Cada “Mix” foi montado distribuindo os isolados de forma a
equilibrar os mecanismos de biocontrole de cada um. A aplicacdo da suspensdo aquosa de
isolados nos discos se deu em trés diferentes concentracdes, 108, 107 e 108 UFC mL™. Foram
utilizados frutos do grupo formosa, variedade Tainung 01, sadios e colhidos em estadio de
maturacdo comercial 1, que foram limpos em &gua corrente, imersos em alcool 70% por 1
minuto, em hipoclorito de sodio 2 %, por 3 minutos, lavados com agua esterilizada, e secos ao
ar. Discos de frutos de 2 cm de didametro e 0,5 cm de espessura foram retirados e colocados
sobre papel de filtro umedecido, em caixas tipo “nal gene”. Sobre os discos, adicionaram-se

20 pL de suspensdo bacteriana nas concentracbes 108, 10’ e 10° UFC mL™, e o mesmo
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volume de uma suspensdo de conidios a 10° conidios mL™?, concomitantemente. Apds a
inoculacdo, as caixas foram mantidas em incubadora a 25 °C, por sete dias. Os discos foram
fotografados, e a area lesionada foi mensurada por meio do software Assess 2.0 (Image
analysis software for plant disease quantification) APS — American Phytopatological Society.
O ensaio foi montado no delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 3,
no qual foram cinco tratamentos, avaliados nas 3 concentracdes diferentes 108 107 e 106 UFC
mL-%, com cinco repeticdes por tratamento, 5 discos por repeticdo. O controle positivo foi
composto por discos de frutos inoculados apenas com o patdgeno, e 0 negativo, tratados com
agua destilada esterilizada. A comparacdo das médias de area lesionada foi realizada pelo
teste Skott-Knott a 5 % de probabilidade, com o auxilio do programa estatistico Sisvar

(versdo 5.6; Universidade Federal de Lavras).

Avaliacdo da reducdo da antracnose frutos inteiros

Em frutos de maméao avaliaram-se 0s “Mix” que proporcionaram se obtiveram o0s
melhores resultados e ainda o fungicida (Piraclostrobina 250 g/L), a fim de verificar o
potencial de biocontrole dos “Mix” utilizados, e eficiéncia dos mesmos, quando comparados
ao agroquimico. O ensaio foi realizado com frutos de mamdo no estadio 1 de
desenvolvimento, considerando a presenca de ferimentos. Os frutos do grupo formosa,
variedade Tainung 01, foram provenientes de pomares sem incidéncia da antracnose, e
cultivados em sistema organico no municipio de Cruz das Almas. Foram lavados em agua
corrente, imersos em alcool 70% por 1 minuto, seguido de imersdo em hipoclorito de sodio
2%, por 3 minutos, lavados com &gua destilada, e secos ao ar. Os frutos foram tratados
pulverizando-se suspensdo aquosa dos antagonistas (102 UFC mL™), em combinacbes de

isolados, até o ponto de escorrimento. A seguir, procedeu-se a inoculagdo por suspensdo de
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conidios de Colletotrichum spp. (10° con mL™). Os frutos sofreram uma injdria de 3 mm de
diametro em sua casa. Apos as operacgdes descritas os frutos foram acondicionados em caixas
plasticas de 10 L, sobre papel de filtro umedecido, e ficaram a temperatura ambiente por sete
dias. Decorrido este intervalo, a area lesionada foi mensurada nos frutos, por meio da analise
de imagens, utilizando o software Assess 2.0 (Image analysis software for plant disease
quantification) APS — American Phytopatological Society. O ensaio foi montado em
delineamento inteiramente casualisado, considerando a concentracdo 10® dos antagonistas
obtidas na aplicacdo anterior com frutos com ferimentos. Foram utilizadas cinco repeti¢des. O
controle positivo foi composto por frutos inoculados apenas com o patdgeno e negativo com
frutos tratados apenas com agua destilada. A comparacdo das médias de area lesionada foi
realizada pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade, com o auxilio do programa estatistico

Sisvar (versdo 5.6; Universidade Federal de Lavras)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e selecdo de bactérias epifiticas antagonistas a Colletotrichum spp.

Obtiveram-se 224 isolados bacterianos epifiticos a partir de tecidos de mamoeiro,
envolvendo folhas, frutos e sementes. Todos os isolados foram avaliados quanto a capacidade
de sintetizar compostos antimicrobianos difusiveis e volateis, quitinase e inibicdo da
germinacdo de conidios de Colletotrichum spp. Setenta e quatro apresentaram ao menos um
mecanismo de acdo contra Colletotrichum spp. (Figura 1). A producdo de compostos volateis
foi o destaque dentre os mecanismos de acdo avaliados, em que 47 isolados apresentaram
niveis de inibi¢cdo do micélio do patdgeno a partir de 50 %, chegando a 92 %. Seguiu-se a
producdo de quitinase com dezessete isolados.

A producdo de compostos antimicrobianos difusiveis de forma isolada, inibindo

Colletotrichum spp., foi verificada para duas bactérias (Inserir Figura 1). Oito isolados foram
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eficazes na supressdo da germinacdo de conidios do patdgeno. A baixa germinacdo do
conidios foi observada em todos os isolados avaliados.

Dentre os 74 isolados positivos para 0 ensaio de compostos volateis, observou-se que
para 64 destes houve uma relacédo direta entre a porcentagem de inibicdo do Colletotrichum
spp. e a inibicdo da germinacdo de conidios. Em vista disso, pode-se especular que a
composicdo quimica dos compostos, produzidos pelos antagonistas, pode influenciar
diretamente no poder germinativo dos conidios a inibicdo do fitopatdgeno, e este fator pode
variar de acordo com a espécie do antagonista (Inserir Figura 1).

Dezenove isolados, ou seja, 8,48 % do total apresentaram mais de um mecanismo de
acao, o que é desejavel na selecdo de antagonistas, pois amplia as chances de sucesso no
biocontrole. Dentre estes, quatro exibiram trés mecanismos de acdo e um deles, todos 0s

mecanismos (Inserir Figura 1).

Antibiose por difusdo em dupla camada

Visando averiguar a compatibilidade dos provaveis antagonistas, a fim de utiliza-los
de forma combinada, procedeu-se a antibiose reciproca. Foram selecionados 14 antagonistas
que apresentavam pelos menos dois mecanismos de inibicdo do patdgeno, e quatro com
apenas um mecanismo (Inserir tabela 1). Verificou-se que o isolado com 924 inibiu o maior
namero de isolados (Inserir tabela 2). Apesar disso, 0 mesmo foi selecionado para a etapa
posterior do trabalho por inibir o patégeno por meio da producdo de compostos volateis e
quitinase.

Adicionalmente ao fato de possuirem apenas um mecanismo de inibicdo de
Colletotrichum spp., os isolados 761, 787 e 803 foram incompativeis com o isolado 901, que
apresentou todos 0os mecanismos de acdo. Esse resultado fez com que os trés antagonistas nao

fossem selecionados para o ensaio em discos de frutos (Inserir tabela 2).
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Avalicéo in vitro da capacidade de formacéao de biofilme das bactérias epifitas

Todos os isolados avaliados demostraram capacidade de adesdo das células em
poliestireno, exceto os isolados 628 e 801. Os isolados foram agrupados em grupos quanto ao
total de biofilme. Observou-se ainda que ap6s 48 horas de incubacdo, a formacao de biofilme
foi crescente para todos os isolados avaliados exceto para o 628. As bactérias 777, 784 e 794
apresentaram a maior quantidade de células aderidas nos pocos de poliestireno, e a producao
do biofilme foi aumentando progressivamente.

Os resultados com 72 h de incubacao sugerem que ocorreu maior agregacao celular,
e que a producdo de biofilme tende a aumentar com o esgotamento dos nutrientes do meio.
Curiosamente os isolados 734, 761,801,803,883,905,906,917 e 924 ap6s 24 horas
apresentaram, reducdo significativa nos valores de producéo do biofilme, no entanto apos 48
horas essa producdo foi reestabelecida. O isolado 628 foi Unico que indicou possivel
desagregacéo do biofilme ap6s 48 horas.

Os dados obtidos resultaram na selecdo das bactérias para 0s experimentos

subsequentes, baseada na exibicdo de mais de um mecanismo de acdo pelos agentes, somado
a participacdo dos isolados aos trés melhores grupos quanto de formacédo do biofilme sendo

eles: 777, 784, 794, 769, 788, 905, 901, 924, 734, 916, 906 ( Inserir figura 2).

Avaliacéo da reducgéo da antracnose em discos de frutos

Os “Mix” bacterianos foram montados baseados nos mecanismos de agao expressados
“in vitro” dos agentes antagonicos, além da compatibilidade entre isolados e capacidade
formadora de biofilme. Foram montados cinco “Mix”, cujos isolados foram dispostos a fim de

equilibrar as combinacgdes quanto aos mecanismos de acdo dos agentes, dispostos de forma
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afim de equilibrar os isolados quanto aos mecanismos de acao, seguindo das aplicagcdes destes
em discos de frutos nas condicGes supracitadas.

O isolado 901 foi utilizado em todos os “Mix” por expressar todos 0s mecanismos de
acao avaliados (Inseri tabela 3).

Apos sete dias da montagem do ensaio, os discos foram avaliados quanto a area
lesionada. Os “Mix” 3 e 5 apresentaram maior eficiéncia reduzindo a doenca em entre 80 % e
90 %, nas concentragbes 107 e 108 UFC mL*, respectivamente, quando comparado ao
controle com apenas o patégeno. Os demais “Mix” foram capazes de reduzir de forma
significativa a doenca com exce¢do do “Mix” 4, quando comparados ao controle, no entanto
com menor eficiéncia do que os “Mix” 3 e 5. O “Mix” 1, na concentragio 108 UFC mL™,
proporcionou resultados semelhantes aos “Mix” 3 ¢ 5 (Inserir tabela 4). Péde-se observar que
além do controle do pat6geno, os discos dos frutos tratados como os “Mix” 3 e 5 mantiveram-
se consistentes, de forma semelhante aos discos do controle negativo, sugerindo que os “Mix”
3 e 5 poderiam retardar a maturacdo dos frutos possivelmente pela ativacdo de genes

relacionados ao amadurecimento.

Avaliacdo da reducdo da antracnose em frutos inteiros

Apos sete dias de incubacdo a 25 °C verificou-se que os “Mix” dos antagonistas
reduziram significativamente a doenca. Embora ndo tenham diferido do tratamento com
aplicacdo de fungicida Piraclostrobina (250 g/L), que é o método mais utilizado no controle
da antracnose em mamoeiro, que exibiu controle de 97,92 % da doenca, nos tratamentos cujos
“Mix 3” e “Mix 5” foram utilizados, verificou-se uma eficacia de reducdo da doenca de,

respectivamente, 98,5 % e 98,77 % (Inserir figura 3).
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Notavelmente as combinacdes bacterianas aplicadas nos frutos, proporcionaram um
efeito curativo nos ferimentos. Acredita-se que a capacidade de formacdo do biofilme, pelos
agentes bacterianos, influenciou nesse processo bem como na eficdcia biocontrole da
antracnose.

Verificou-se uma alta inibicdo do crescimento de Colletotrichum spp. por meio da
acao de compostos volateis. Uma possivel explicacdo para supressdo do crescimento fangico
por meio da producdo dos compostos volateis, se d& em decorréncia da diversidade de
metabolitos secundarios como itaurinas, surfactina, dentre outros produzidos por agentes de
biocontrole produzidos pelos agentes de biocontrole Andrade et al., (02).

E vélido ressaltar a importancia desses compostos, uma vez que a inibicdo do
patdgeno pode ocorrer em curtas ou longas distancias. Isolados de Bacillus spp. selecionados
como produtores de compostos antimicrobianos volateis foram relatados inibindo o
crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa, agente causal da mancha preta dos citros, em
até 76 % in vitro, e 86 % do sintomas nos frutos in vivo Fujimoto, (20).

As quitinases sdo enzimas hidroliticas produzidas por agentes de biocontrole, que
podem ser liberadas no processo de micoparasitismo com a finalidade de degradar polimeros
de quitina, que sdo constituintes da parede celular de fungos fitopatogénicos Bettiol, (08);
Suryanto et al., (49) relataram a inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos como
Fusarium oxyporum, Penicilium citrinum e Ganoderma boninense por bactérias produtoras de
quitinase.

Embora as quitinases ndo sejam consideradas essenciais para a maioria das bactérias,
sua producdo Ihes garante uma vantagem adaptativa, ja que a quitina degradada pode ser
utilizada como fonte de energia na auséncia de outras fontes de carbono. Em se tratando de
antagonistas a fungos fitopatogénicos, como Colletotrichum spp., a producdo de quitinases

pode desempenhar um papel de inibicdo, pois a parede celular é essencial para a
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sobrevivéncia dos ascomicetos, e sdo constituidas principalmente por quitina Howard et
al.,(23).

Quanto a producdo de compostos antimicrobianos difusiveis, esse € um atributo
vantajoso em um agente de biocontrole, pois estas substancias que podem ser antibioticos
como fengicinas e itaurinas por exemplo, ou enzimas que podem difundir-se de forma
acelerada no tecido alvo, tornando dispensavel o contato direto entre o fitopatdgeno e o
antagonista Goudjal et al., (21). Kim et al, (27) verificaram o controle da antracnose em até
50% pelo Bacillus subtilis CMB32, por meio da producdo de antibidticos como itaurina A,
fengicina e surfactina A.

A baixa germinacdo do conidios foi observada em todos os isolados avaliados. A
presenca deste mecanismo de acdo em um antagonista destaca-se, quando a ocorréncia da
doenca esta diretamente ligada a germinacdo dos conidios do patdégeno no filoplano, como é o
caso da antracnose. E sabido que Colletotrichum spp. geralmente infecta o hospedeiro ainda
no campo, e antagonistas que apresentam tal caracteristica podem ser utilizados no controle
biolégico, a fim de retardar ou até inibir o desenvolvimento do patégeno.

E desejavel em um antagonista que ele atue por meio de mais de um mecanismo de
acao contra fitopatogenos, a fim de ampliar a eficicia do biocontrole. No presente trabalho, o
nimero de isolados selecionados com essas caracteristicas, em torno de 8 %, pode ser
considerado elevado, uma vez que, na maioria das pesquisas realizadas com bactérias
epifiticas, menos de 1 % tem algum efeito antagonistico CHEN et al.(11).

Apesar dos antagonistas em teste apresentarem, na maioria das vezes, caracteristicas
maltiplas de inibicdo microbiana, foi possivel obter um ndmero consideravel de possiveis
combinagbes de isolados. Utilizar agentes de biocontrole oriundos do proprio ambiente

nativo, pode ser uma alternativa eficaz no controle de doencas pos-colheita, pois além de ser



1246

1247

1248

1249

1250

1251

1252

1253

1254

1255

1256

1257

1258

1259

1260

1261

1262

1263

1264

1265

1266

1267

1268

1269

1270

60

uma excelente fonte de ocorréncia natural de antagonistas, sdo bem adaptados a superficie
alvo Alvindia & Natsuaki (01), Janisiewicz (25);

A associacdo por biofilme é uma estratégia como de crescimento bacteriano em
superficies. Os resultados obtidos quanto a producdo e estabelecimento do biofilme
corroboram com Costerton et al., (13), quando investigaram que a formacdo de biofilmes
maduros, pode depender de uma soma de fatores como ajustes celulares e ciclos de
crescimento influenciados pela difusdo de nutrientes na comunidade. O estresse nutricional
parece ser o0 sinal ambiental determinante a transicdo, entre os procariotos unicelulares a
associacfes multicelulares, deste modo acredita-se que a formacdo de biofilmes seja uma
resposta adaptativa a sobrevivéncia em condicGes adversas Webb et al.,(53).

Neste ensaio, também foram obtidos maiores valores de adesdo celular no tempo de 72
horas de incubacdo sugerindo que ndo houve desagregacdo das células do biofilme com o
esgotamento de nutrientes, exceto para os isolados 734, 802, 917, 924 e 628. Diversos
mecanismos favorecem a desagregacdo dos biofilmes, e como consequéncia, as células sdo
dispersas em sentidos opostos, 0 que € vantajoso, pois permite a colonizacao de outros nichos
com condicBes mais favoraveis de crescimento Stemberg et al.,(45).

Segundo O’Toole & Kolter (35) algumas condi¢bes ambientais favoraveis ao
crescimento bacteriano podem ndo promover a formacdo de biofilmes. Acredita-se que,
quanto maior o crescimento da popula¢do, maior o numero de células, maior a adesdo e
consequentemente a producéo de biofilme.

O meio MMS usado nesse é quimicamente definido, ou seja, todos o0s seus
constituintes sdo conhecidos. A presenca dos cétions divalentes de cations de Ca®* e Mg?*,
podem ter elevado a formacéo de biofilme diretamente por meio, das interacdes eletrostaticas,
e indiretamente por desempenhar funcdes celulares importantes como cofatores enzimaticos,

por exemplo Fletcher et al., (18), Koerstgens et al.,(30).
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Em discos de frutos, a conciliacdo de diferentes mecanismos de acdo acionados por
cada uma das bactérias epifiticas Sung & Chung,(47), expressados de forma conjunta pela
associacdo na superficie do fruto em biofilme, pode ter contribuido para a reducdo da
antracnose. Os menores niveis de controle na concentragio 108 UFC mL™ podem ter ocorrido
em virtude da equivaléncia entre as populacGes maximas dos antagonistas e do patdégeno Van
Bruggen et al., (51).

A interacdo entre os tratamentos e as concentracdes utilizadas foi significativa,
evidenciando que a concentracdo da suspensdo dos antagonistas, influenciou na eficacia dos
“Mix” no controle da antracnose.

A utilizacdo de diferentes microrganismos com mecanismos antagbnicos distintos
pode elevar as chances de sucesso do biocontrole que quando usados individualmente
Raupach & Kloepper, (40). Possivelmente este efeito é obtido pela combinacdo de distintos
mecanismos de acdo acionados por cada uma das antagonistas. Sung e Chung, (47), o que
pdde ser verificado com os resultados obtidos in vivo.

Fez-se interessante 0 uso de agentes de biocontrole combinados devido os beneficios
gue podem ser exibidos como: adaptacdo aos estresses abidticos e biodticos, melhor
desempenho na colonizagdo do tecido alvo da planta, protecdo contra agentes patogénicos,
além da supressdo de mecanismos envolvidos no desenvolvimento do patégeno (Raupach &
Kloepper, (40) .Sung & Chung (47) e Raupach & Kloepper (40) averiguaram a eficiéncia da
utilizacdo de isolados combinados que exibiam distintos mecanismos de agdo, como antibiose
por producdo de compostos antimicrobianos difusiveis e quitinase, e maior supressao de
fitopatogenos quando antagonistas foram utilizados de forma combinada.

Tanto 0 Mix 3 quanto o Mix 5 apresentaram dois isolados bacterianos como fontes de
producéo de compostos antimicrobianos difusiveis. Faheem et al. (15) afirmaram que agentes

de biocontrole que expressem algum mecanismo de agéo in vitro podem in vivo apresentar
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eficacia no controle doencas. Tal caracteristica € um atributo vantajoso em um agente de
biocontrole, pois estas substancias podem difundir-se de forma acelerada no tecido alvo
tornando dispensavel o contato direto entre o fitopatdgeno e o antagonista Goudjal et al.,(21).

Quanto a producdo de compostos volateis (Covs), todos os isolados utilizados
exibiram tal caracteristica. Os Covs microbianos sdo variados e produzidos por distintas
especies em diferentes proporcdes. Esses compostos podem ser agrupados em varias classes
quimicas como alcoois, aldeidos, cetonas, compostos de enxofre ésteres, lactonas e terpenos
Wheatley (52).

Primordialmente deve-se levar em conta o ciclo de vida do patégeno e o ambiente cuja
doenca esteja instalada. Mediante ao exposto € passivel de entendimento a sensibilidade do
patégeno aos COVs produzidos pelos antagonistas (33).

Geralmente um patossistema estabelecido, além dos sintomas caracteristicos,
apresenta sinais do patdgeno, que sdo expostos ao ambiente e caracterizados como fonte de
indculo, fator este que determina uma relacdo superficie/volume elevada. Deste modo existe
um interacdo via aérea eficiente entre 0os compostos antimicrobianos volateis produzidos
pelos antagonistas, e as estruturas do patégeno, uma vez que estes sdo liberados diretamente
no ar, e podem ser acumulados rapidamente na membrana da célula receptora por exemplo
Fries, (19); Stotzky et al., (46).

Arrebola et al. (04) avaliaram e verificaram a reducéo significativa esporulacdo do
Penicilium crustosum, quando exposto aos COVs produzidos e liberados por Baciilus subitilis
e Bacillus amyloliquefaciens aplicados em forma combinada.

Quanto a producdo de quitinases e a eficacia das combinagdes selecionadas entende-se
que, como a quitina é o principal componente da parede celular do patdgeno, e esta
diretamente ligada a germinacgéo dos conidios, provavelmente a enzima quitinase atuou como

medida preventiva da doenca. Sua atuacdo pode incluir o rompimento da parede celular, que é
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considerado um involucro protetor das células fungicas, possibilitando assim a acdo dos
demais compostos produzidos pelos agentes de biocontrole Hamid et al., (22).

E embora a quitina seja insoluvel, conservada e de dificil degradacdo, por conta da sua
estrutura cristalina, um grande nimero de bactérias possuem um arsenal enzimatico capaz de
degradar esse biopolimero, consumir e usa-lo como fonte energética Itoh et al., (25).

Suryanto et al. (48) isolaram e caracterizaram bactérias quitinoliticas e verificaram o
potencial desses isolados na inibicdo do crescimento de fungos patogénicos de plantas. Do
mesmo, modo Kim et al. (26) em combinacdes bacterianas verificaram a acdo quitinolitica de
Serratia plymuthica cepa C-1, Chromobacterium sp. cepa C-61 e Lysobacter enzymogenes
cepa C-3 na inibicdo do crescimento de Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani e Fusarium
spp., quanto a inibicdo da germinacdo de conidios. Os isolados dispostos nas combinacdes,
quando testados in vitro, inviabilizaram a germinacéo dos conidios como supracitado.

Os resultados obtidos no ensaio sdo promissores uma vez que o desenvolvimento da
doenca esta diretamente relacionado a germinacdo dos conidios, e em se tratando do
impedimento dessa etapa o ciclo da doenca nao é iniciado, e os sintomas e sinais do patdgeno
ndo sdo visualizados.

Além dos mecanismos de acdo estudados, a estratégia adicional de associacdo por
formacdo de biofilme pode ter contribuido para o sucesso dos combinados antagonisticos,
uma vez que todos os isolados utilizados apresentaram essa caracteristica. As bactérias
quando crescem em biofilme passam a comportar-se de forma conjunta. Chen et al. (11)
confirmaram que a formacéo do biofilme de Bacillus subitillis desempenhou um papel critico
no biocontrole da murcha do tomateiro causada por Ralstdnia solanacearum, correlacionando

positivamente com a eficacia do controle bioldgico expressado pelo agente bacteriano.



1344

1345

1346

1347

1348

1349

1350

1351

1352

1353

1354

1355

1356

1357

1358

1359

1360

1361

1362

1363

1364

1365

1366

1367

1368

64

Os resultados desse teste deram subsidio para a selegdo dos “Mix” 3 e 5 na
concentragdo 108 UFC mL™, para a realizacio do ensaio posterior, para verificar a reducio da
antracnose em frutos de maméo.

Varios trabalhos tem relatado o controle do patdgeno com o uso de bactérias Bafios-
Guevaraet al., (06), Shi et al.,(43,44) ; LIU et al., (32). Contudo, ndo se tem relatos do
biofilme sendo utilizado como critério de selecdo, nem tampouco no biocontrole em pos-
colheita.

Os biofilmes sdo uma amostra da natureza agregada das populacdes microbianas nas
superficies das plantas. A agregacdo espacial tem implicacdes significativas para interacdes
microbianas especificas ou interespecificas, como, antibiose, predacdo e competicdo (28).

De acordo com os resultados obtidos, a capacidade de formacdo do biofilme por
antagonistas desempenha papel importante na prevencdo de doencas na pos-colheita. No
entanto, isoladamente, ndo é suficiente para garantir o sucesso do biocontrole. H& que se
levarem em conta que as bactérias avaliadas produziam compostos antimicrobianos difusiveis
e volateis, além de quitinases. Ha& que se confirmar a importancia individual de cada
caracteristica, correlacionando com a capacidade ou ndo de formacéo de biofilme para cada

isolado. Chen et al.,(11).

CONSIDERACOES FINAIS

Um dos focos do trabalho foi verificar a influéncia e importancia do biofilme dentre
caracteristicas de agentes de biocontrole da antracnose do mamoeiro.Especula-se que
compostos produzidos por bactérias, como antibioticos, podem atuar de duas formas: como
agente antimicrobiano e um estimulo para a formagéo de biofilme Chen et al.,(11).

Bais et al. (05) e Chen et al. (11) verificaram que a producdo de surfactina por

Bacillus subitilis esta relacionada ao antagonismo, a formacéo do biofilme, e a éficacia do do
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biocontrole de Pseudomonas syringae e Ralstonia solanacearam em arabidopsis e tomateiro
respectivamente.

Em suma, verifica-se a partir dos resultados, aventa-se a hipdtese que a formacéo de
biofilmes pelas cepas avaliadas aumenta a eficiéncia da colonizacdo celular, bem como
aumenta as concentracdes locais de compostos antimicrobianos na superficie dos frutos.
Supde-se ainda que alguns dos compostos produzidos pelas bactérias possam agir como
sinalizadores quimicos, que por sua vez estimulem ainda mais a formacdo do biofilme. A
comunicacdo quimica entre os agentes bacterianos e o fruto pode induzir a formacao inicial
do biofilme e estabeler uma relacdo simbiotica entre as cepas e os frutos Chen et al.,(11).

Deste modo, faz-se necessaria a identificacdo as batérias antagonistas a
Colletotrichum spp. empregadas nos ensaios, caracterizar as moléculas sinalizadoras para
formacdo do biofilme, bem como os compostos antimicrobianos produzidos. Ainda, a
inocuidade desses agentes, vislumbrando a formulacdo de um bioproduto acessivel, eficaz e

ndo residual quimico para o controle antracnose no mamao.
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Figura 1: Disposicdo dos mecanismos de agdo presentes em antagonistas bacterianos epifiticos de mamoeiro.
(CD; compostos difusiveis, CV; compostos volateis, Q; quitinase, IC; Inibicdo da germinagdo de
conidios).
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Figura 2 - Formacao de biofilme bacteriano por isolados epifitas antagonistas a Colletotrichum spp.,.

*Tratamentos seguidos da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa.
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Tabela 1 - Isolados epifitas de mamoeiro, selecionados quanto a producdo de compostos antimicrobianos

difusiveis e volateis, quitinase e inibicdo da germinacdo de conidios de Colletotricum spp.

ISOLADOS COMP. COMP. QUITINAS INIBIQAO DE FRAGMENTO LOCAL
DIFUSIVEIS  VOLATEIS E CONIDIOS

628 - + - + Folha Embrapa
734 + + - + Folha Pomar caseiro
761 - - + - Folha Pomar caseiro
769 + + - + Fruto verde Pomar caseiro
777 - + + - Fruto verde Pomar caseiro
784 + + - + Fruto Maduro Ceasa Fsa*
787 + - - - Fruto Maduro Ceasa Fsa
788 + + - - Fruto Maduro Ceasa Fsa
794 + + - + Fruto Maduro Ceasa Fsa
801 - + - + Fruto Maduro Ceasa Fsa
803 + = = = Fruto Maduro Ceasa Fsa
883 - + - - Fruto maduro Embrapa
901 + + + + Semente Embrapa
902 - + - + Semente Embrapa
903 - + - + Semente Embrapa
904 - + - + Semente Embrapa
905 + + - - Semente Embrapa
906 - + + - Semente Embrapa
907 - + - + Casa Embrapa
912 - + + - Casa Embrapa
916 - + - + Casa Embrapa
917 - + - + Casa Embrapa
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919 - + + - Polpa Embrapa
924 - + + - Polpa Embrapa
1580
1581 *Centro de abastecimento de Feira de Santana
1582
1583
1584  Tabela 2 - Compatibilidade entre antagonistas a Colletotrichum spp.
1585
628 734 761 769 777 78 787 788 794 801 803 883 901 905 906 916 917 924
628
734
761 - - - - + ar + - - +
769 - - - - - - - - - - - - - - - +
i - - - - - - - - - T
784 - - - - - - - +
787 = = = = = = = = T
788 - - - - - - - +
794 = = = = = it = = = = T
801
803 = = = > = + > + + > +
883 | - - - - - - - - +
901 | - - - - - - - - . . +
905 | - - - - - - - +
906 + 4
916 - - - + + + + +
917 + + + + +
924 - - - + + + + +
1586
1587 *(-) auséncia de inibicdo; (+) inibicdo. Coluna a esquerda, inibidores; linha superior, inibidos.
1588
1589
1590
1591
1592
1593 Tabela 3 - Composi¢do dos “Mix” bacterianos aplicados em discos de frutos de mamao.
TRATAMENTOS
T1- MIX 1 901 784 7 916
T2- MIX 2 901 734 906 905
T3-MIX 3 901 794 924 916
T4- MIX 4 901 769 906 905
T5- MIX 5 901 777 916 788
1594
1595
1596 Tabela 4 - Porcentagem area lesionada por antracnose em discos de frutos de mamao tratados com

1597 bactérias epifiticas.
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CONCENTRACOES
TRATAMENTOS (UFC mL)
108 107 108
MIX 1 25,22 Aa* 99,07Ch 99,30 Cb
MIX 2 93,23 Ca 87,65 Ca 99,73 Ca
MIX 3 10,88 Aa 18,56 Aa 17,80 Aa
MIX 4 64,81 Ba 61,11 Ba 64,73 Ba
MIX 5 9,22 Aa 1,92 Aa 40,00 Ab
CONTROLE 99,27 Ca* 99,25 Ca 99,76 Ca

* Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de

Tukey a 5 %.
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Anexo 2- Normas da revista Summa Phytopathologica

Escopo e politica

Summa Phytopathologica (SP) é um periédico direcionado para publicacbes de
trabalhos de pesquisa, originais na area de fitopatologia, publicado trimestralmente,

desde 1975. Atualmente esta no volume 32.

SP é uma publicacdo oficial do Grupo Paulista de Fitopatologia, (GPF) que possui
cerca 500 associados de varios estados do Brasil e paises da América Latina. Os
trabalhos de pesquisadores ndo associados também sdo aceitos, uma vez que,
respeite as normas de publicacdo, aspectos éticos, legislacdo vigente e normas da
biosseguranca.

Forma e preparagéo de manuscritos

MODALIDADES DE PUBLICACAO

1. Artigos cientificos: trabalhos de pesquisa cientifica inédita e conclusiva. Grafado
em portugués, inglés ou espanhol. Devera ter, no maximo, vinte laudas digitadas em
espaco duplo. Ndo devera ultrapassar trinta referéncias bibliograficas. O texto

devera conter 0s seguintes itens:

Portugués: Resumo, abstract, introducdo, material e métodos, resultados e

discusséo, agradecimentos, referéncias bibliograficas.

Inglés: Abstract (in english and in portuguese), material and methods, results and

discussion, acknowledgments, references.

Espanhol: Resumen (en espafiol y en portugués), abstract, material y métodos,

resultados y discusion, agradecimientos, referencias bibliograficas.

2. Revisfes: texto sobre assunto especifico o qual enfoca novos conceitos,
hipoteses, discussfes ou que promova a integracdo da Fitopatologia com outras

ciéncias, atendendo, preferencialmente, a solicitacdo da Comissao Editorial. Devera
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ter no maximo vinte laudas digitadas em espaco duplo e ndo ultrapassar sessenta

referéncias. O texto devera conter os seguintes itens:

Portugués: Resumo, abstract, texto, referéncias bibliograficas.

Inglés: Abstract (in english and in portuguese), text, references.

Espanhol: Resumen (en espafiol y en portugués), abstract, texto, referéncias

bibliograficas.

3. Notas cientificas: trabalhos de pesquisa cientifica inédita, que seja recente e de
interesse para uma rapida divulgacao. Devera ter no maximo seis laudas digitadas
em espaco duplo, uma tabela e uma figura. Ndo devera ultrapassar dez referéncias
bibliogréficas. O texto devera conter os seguintes itens:

Portugués: Resumo, abstract, texto, agradecimentos, referéncias bibliograficas.

Inglés: Abstract (in english and in portuguese), text, acknowledgments, references.

Espanhol: Resumen (en espafiol y en portugués), abstract, texto, agradecimientos,

referencias bibliograficas.

4. Notas técnicas: técnicas novas, produtos e patentes. Devera apresentar resumo,
abstract, texto sem divisdo de topicos, referéncias bibliograficas. Devera ter no
maximo seis laudas digitadas em espaco duplo, uma tabela e uma figura. Nao
devera ultrapassar dez referéncias bibliogréficas.

Portugués: Resumo, abstract, texto, agradecimentos, referéncias bibliograficas.

Inglés: Abstract (in english and in portuguese), text, acknowledgments, references.

Espanhol: Resumen (en espafiol y en portugués), abstract, texto, agradecimientos,

referencias bibliogréaficas.
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5. Comunicagdes: a) constatacdo de uma nova doenca ou de novo patdgeno. Caso
trate da primeira deteccdo no pais, deve constar o parecer técnico do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, autorizando a divulgacdo. b) resultados dos
testes de controle de doencas (quimico ou biolégico) desde que nao efetuados " in
vitro". Sem resumo, abstract ou divisdo em tdpicos, contendo no maximo duas

laudas, digitados e uma figura ou tabela, sem citacéo bibliografica.

6. Servicos: a) divulgacdo de noticias, que tenham interesse para os fitopatologistas;
b) resenha de livros; c) abstracts de teses e dissertacdes defendidas por sécios do
GPF; d) noticias dos congressos e resolu¢des das assembléias.

7. Cartas ao editor: documento encaminhado para publicacdo, sobre tema de
relevancia para apresentar sugestdes ou incitar discussdes. Podem ser publicadas a

réplica e a tréplica.

Envio de manuscritos

O trabalho deve conter o nome completo dos autores, sem abreviacdo. Um dos
mesmos deverd ser nomeado para se responsabilizar pelas correspondéncias e
troca de informagGes com a Comisséao Editorial (CE) e Conselho Editorial (CO), cujo
nome e endereco completo da instituicdo constard no cabecalho do trabalho
publicado. No caso de nenhum dos autores pertencer a Associacdo Paulista de
Fitopatologia (APF), devera ser recolhida uma taxa correspondente a cem reais (R$

100,00), para a tramitacdo do manuscrito, em cheque nominal a APF.

Os artigos para publicacdo poderao ser submetidos a Comisséo Editorial da Summa
Phytopathologica (SP), eletronicamente, ou gravados em CD, juntamente com a
impressdo em quatro vias acompanhadas de uma declaracdo de exclusividade do
trabalho a SP e a anuéncia de todos os autores. Apds o recebimento e exame do
manuscrito, pela CE, quanto a adequacdo do tema ao peridédico, as normas
propostas e inovacgdo. Os autores serdo notificados por carta sobre a aceitagéo ou

da necessidade de readequacédo do texto, ou mesmo de alteragcbes na modalidade
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de publicacdo, para nova submissdo. ApOs o0 aceite para tramitacdo, copias do
trabalho apocrifas, serdo encaminhadas a trés assessores ad hoc (AH) |,
especialistas da area, previamente selecionados pela Comissdo Editorial (CE) e
Conselho Editorial (CO). Estes AHs preencherdo uma ficha de avaliagéo,
encaminhada junto com o trabalho, aceitando ou negando a publicacdo e fazendo
sugestbes para a melhoria do texto quanto a forma, estrutura, atualizacao
metodoldgica e bibliografica. Enviando tudo para a CE e CO, em 45 dias. Apés o
recebimento dos trés pareceres e o trabalho ter sido aceito, por pelo menos dois
assessores, uma das cépias sera submetida a correcdo do "abstract" e adequacéo
as normas de citacao bibliografica. Apds todas as correcdes, o0 autor recebera esse
material e os pareceres dos assessores, também sem o nome dos mesmos,
juntamente com o disquete ou CD, para conhecimento e tomada de providéncias na
readequacgdo do texto e novo encaminhamento. Este deverd ser feito através de
duas copias atualizadas impressas e o CD, para a Comissao Editorial (CE) e
Comisséo Editorial (CO), que apOs averiguacdo quanto as correcfes, propostas
pelos assessores, e analise das justificativas dos autores, encaminharéo o trabalho
para a editoracdo e o mesmo sera considerado aceito para publicacdo. Caso
contrario o trabalho sera devolvido, mais uma vez, aos autores para as devidas

corregoes.

O(s) autor(es) que nao tiver(em) seu texto aprovado, recebera(édo) todas as copias
de volta, juntamente com o disquete ou CD.

No que se refere as ilustracées no trabalho, se estas forem em preto e branco ndo
onerardo o(s) autor(es). Porém, se forem coloridas, estes devem cobrir 0 custo
adicional das paginas publicadas em cores, ap0s receber o aviso da aceitacdo do

trabalho para publicagéo.

No caso de haver conflitos de interesse, os autores devem se manifestar por carta,
através do autor responsavel pela correspondéncia, a qual sera analisada pela

Comisséao Editorial (CE) e se necessario submetida ao Conselho Editorial (CO).
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Prova tipografica

ApoOs a editoracdo e primeira impressao, uma copia do trabalho sera encaminhada
aos autores, para a prova tipografica, ou revisdo do texto, que assinalardo as
correcBes em tinta vermelha e devolverdo em cinco dias Uteis & Comissao Editorial
(CE).No caso de ultrapassar este prazo, o trabalho sera arquivado para ser

publicado em nameros posteriores do periddico.

Normas da Redacéo

Todos os trabalhos deverdo ser digitados em folha tamanho A4 (210 x 297 mm),
espaco duplo, com margens de 3 cm, numerando-se as linhas e paginas. As letras

devem seguir padrédo "Times New Roman" tamanho 12.

Ao final do resumo e do abstract deverdo conter, no idioma correspondente,
palavras chaves adicionais ( ndo mais que cinco e diferentes do titulo).

Tabelas, figuras, desenhos, fotografias e gréaficos, deverdo ser apresentados
separadamente no final do manuscrito. O local de inser¢ao no texto devera conter a

chamada: Inserir Figura 1; inserir Tabela 1, etc.

O titulo da tabela constara na parte superior e o da figura na parte inferior, ambos
ocupando toda a largura das mesmas. As palavras Figura e Tabela, conjuntamente
com o numero correspondente devem ser escritas em negrito. As notacles
(numeros, letras e simbolos) constantes nas tabelas e figuras, deverdo ter tamanho
nao inferior a 10. As figuras, na forma de gréficos, deverdo ter fundo branco e com

bordas.

Fotos e montagens fotograficas deverdo ser fornecidas em papel brilhante no
tamanho A4 (210 x 297 mm), em JPEG, 300 dpi.

As citacOes bibliograficas no texto deverao ser:
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a) expressas na forma numérica. Uma vez os autores fazendo parte de contexto da
frase devem ser grafados com somente as iniciais em mailsculas, seguindo-se 0

namero da citacdo entre parénteses. Exemplo: Figueiredo (6).
b) quando o trabalho tiver mais de dois autores citar o primeiro seguido de et al.;
quando forem dois autores utilizar o & (e comercial). Exemplo: Figueiredo &

Coutinho (7).

¢) comunicacao pessoal deve constar como nota de rodapé, contendo dados sobre o

informante e a data (més e ano) da informacdo.

d) quando tiver mais de uma citacao, colocar no texto em ordem numérica crescente
(6, 7, 18).

e) ha numeracédo da citacdo ndo utilizar zero antes da unidade.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

As referéncias bibliograficas no fim do texto deverdo ser apresentadas em ordem

alfabética e numeradas, nos seguintes formatos:

ARTIGO DE PERIODICO

FORMATO: Autor(es). Titulo do artigo. Titulo do periddico, cidade, volume, nimero,

paginacao inicial-final, ano. Exemplos:

1.Costa, A.S. Historia da fitopatologia no Brasil. Summa Phytopathologica,
Campinas, v.1, n.3, p.155-163, 1975.

2. Leite, R.M.V.B.C.; Amorim, L. Elaboracéo e validacdo de escala diagramatica para
mancha de Alternaria em girassol. Summa Phytopathologica, Botucatu, v.28, n.1,
p.14-19, 2002.
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3. Micheref, S.J.; Mariano, R.L.R.; Padovan, l.; Menezes, M. Observacoes
ultraestruturais das interacdes entre Colletotrichum graminicola e agentes
biocontroladores no filoplano de sorgo. Summa Phytopathologica, Jaguaritna, v.19,
n.2, p.99-101, 1993.

ARTIGO DE PERIODICO EM MEIO ELETRONICO

FORMATO: Autor(es). Titulo do artigo. Titulo do periodico, cidade, volume, nimero,
paginacgdo inicial-final, data. Disponivel em: <http: endereco eletrénico>. Acesso em:
dia més (abreviado). ano. Exemplos:

1. Lamari, L. Assess: Image analysis software for plant disease quantification. St.
Paul: APS Press, 2002. 1CD-ROM.

2. Sdo Paulo. (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacbes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: Entendendo o meio ambiente. S&o
Paulo, 1999. v.1 Disponivel em: <http://www.dbt.org.br/sma/entendendo/atual.htm>.
Acesso em: 8 mar. 1999.

LIVRO

FORMATO: Autor(es). Titulo: sub-titulo. Edicdo. Local de publicacédo: Editora, ano de

publicacdo. n° do volume e/ou total de paginas (nota de série). Exemplos:
1. Kimati, H.; Gimenes-Fernandes, N.; Soave, J.; Kurozawa, C.; Brignani Neto, F.;
Bettiol, W. Guia de fungicidas agricolas: recomendagfes por cultura. 2.ed.

Jaboticabal: Grupo Paulista de Fitopatologia, 1997. v.1, 224p.

2. Lucas, J.A. Plant pathology and plant pathogens. 3rd ed. Oxford: Blackwell
Science, 1998. 274p.

CAPITULO DE LIVRO
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FORMATO: Autor(es) do capitulo. Titulo do capitulo ou parte referenciada. In: Autor
ou Editor. Titulo da publicacdo no todo. Edi¢cdo. Local de publicacdo: Editora, ano de

publicacdo. volume, n° do capitulo e/ou pagina inicial-final da parte referenciada.
Exempilo:

1. Reis, E.M.; Casa, R.T. Cereais de inverno. In: Vale, F.X.R.; Zambolim, L. Controle
de doencas de plantas: grandes culturas. Vicosa: Universidade Federal de Vicosa,
1997. v.1, cap.5, p.231-287.

LIVRO EM MEIO ELETRONICO

FORMATO: Autor(es). Titulo: subtitulo. Edicdo. Local de publicacdo: Editora, ano de
publicacdo. n°® do volume e/ou total de paginas. (nota de série). Numero de CD-
ROM.

Exempilo:

1. Lamari, L. Assess: Image analysis software for plant disease quantification. St.
Paul: APS Press, 2002. 1 CD-ROM.

FORMATO: Autor(es). Titulo: subtitulo. Edicdo. Local de publicacdo: Editora, ano de
publicacdo. n°® do volume e/ou total de paginas. (nota de série). Disponivel

em:<endereco eletrbnico>. Acesso em: dia. més abreviado. Ano.

Exemplo:

2. Sdo Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacfes
ambientais em matéria de meio ambiente. Sdo Paulo, 1999. v. 1: Entendendo o0 meio
ambiente. Disponivel em: <http://www.bdt.fat.org.br/sma/entendendo/indic1>.

Acesso em: 26 abr. 2006.

DISSERTACAO E TESE
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FORMATO: Autor. Titulo. Data. Numero de folhas ou volumes. Categoria da Tese
(Grau e Area de Concentracdo) — Nome da Faculdade, Universidade, cidade.

Exemplo:

1. lzioka, E.E.K. Caracterizacdo morfoldgica, patogénica e molecular de
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)Penz. & Sacc., agente causal da podridao
floral do citros. 1995. 138f. Tese (Doutorado em Genética) — Instituto de Biociéncias

- Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

PARTE DE EVENTOS EM ANAIS

FORMATO: Autor(es) do trabalho. Titulo do trabalho. In: Nome do evento, niumero.,
ano, cidade de realizacdo. Titulo. Cidade de publicacdo: Editora, ano. pagina inicial-
final do trabalho. Exempilo:

1. Melo, I.S. de. Controle biolégico de doencas de raiz. In: Reunido sobre controle
biolégico de doencas de plantas, 1., 1986, Piracicaba. Anais. Campinas: Fundacao
Cargill, 1986. p.7-12.

PARTE DE EVENTOS EM MEIO ELETRONICO

FORMATO: Autor. Titulo do trabalho. In: Nome do evento, nimero do evento, ano,

cidade de realizacdo. Titulo. Cidade de publicacao: Editora, ano. nimero de CDs.
Exemplo:

1. Jerba, V.F.; Rodella, R.A.; Furtado, E.L. Andlise pré-infeccional do
desenvolvimento de Glomerella cingulata na superficie foliar de cultivares de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris). In: Reunion Latinoamericana de Fisiologia Vegetal,

11., 2002, Punta del Este. Actas. Cérdoba: Editiones del Copista, 2002. 1 CD-ROM.

PARTE DE EVENTO EM PERIODICO
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FORMATO: Autor(es). Titulo do artigo. Titulo do periédico, cidade, volume, nimero,
paginacao inicial-final, ano. (Resumo). Exemplo:

1. Kitajima, E.W.; Coletta Filho, H.D.; Machado, M.A.; Novas, Q.S. Escaldadura das
folnas em Hibiscos schizopetalus associada a infeccdo por Xylella fastidiosa em
Brasilia, DF. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v.25, supl., p.323-323, 2000.

(Resumo).

ABSTRACTS

FORMATO: Autor(es) do artigo. Titulo do artigo. Titulo do Periédico, cidade, volume,
namero do fasciculo, pagina inicial-final do artigo, ano. In: Titulo do Abstract, cidade,

volume, numero, ano. (Abstract numero de referéncia). Exemplo:

1. Katis, N.; Gibson, R.W. Transmission of potato virus y by cereal aphids. Potato
Research, Wageningen, v.28, n.1, p.65-70, 1985. In: Review of Plant Pathology,
London, v.65, n.8, p.445, 1986. (Abstract 4038).

DESCRITORES

Nos nomes cientificos utilizar a nomenclatura binomial latina, com o home genérico
e especifico por extenso. Acrescentar a autoridade, ou descritor, na primeira vez que
for feita a citacdo no corpo do trabalho. Nas vezes subseqientes em que for escrito
no texto, podera fazé-lo na forma abreviada para o género. Exemplo: Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc., na primeira vez e C. gloeosporioides, nas

subsequentes.

Os Virus devem ser designados pelo nome das respectivas espécies (normas do
ICTV) em inglés, italico e primeira letra mailscula para espécies reconhecidas pelo
ICTV, seguido das siglas. Nas vezes subseqlentes usar apenas a sigla

correspondente. Exemplo: Cucumber mosaic virus, CMV.

ABREVIACOES
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Peso molecular expresso em Daltons (Da) ou Kilo Dalton (KDa). Sistema métrico:
usar L (litro), mL (mililitro), mL (microlitro), ndo usar ppm (parte por milh&do) e sim
mg/mL, ndo usar ton. (toneladas) e sim megagramas.

Unidades de tempo: segundos (s), minutos (min) e horas (h).

Unidades de temperatura expressos em graus Celsius. Exemplo: 25 °C.

Produtos quimicos: utilizar nomes técnicos (principio ativo) com iniciais minusculas.

CASOS OMISSOS

OrientagOes nao previstas nestas normas serdo dadas pela Comisséo Editorial (CE),
apos ouvido o Conselho Editorial (COE) e assessores "ad-hoc"(AHS).



