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PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS DE TOMATE MEDIADA POR
BACILLUS METHYLOTROPHICUS

Autor: Rafael Chaves Ribeiro
Orientador: Antonia Alice Costa Rodrigues

RESUMO

O emprego de microrganismos para fins agrondmicos vem sendo bastante estudado, por ser
uma grande alternativa de reducdo ou eliminac¢do do uso de agroquimicos. O uso de Bacillus
methylotrophicus como promotores de crescimento vegetal caracteriza uma medida
alternativa na agricultura. Com isso, o presente trabalho objetivou testar p6 de mandioca
(Manihot esculenta L.), e araruta (Maranta arundinacea L.), como formula¢des na veiculacio
de células de B. methylotrophicus, usadas na promog¢ao de crescimento do tomateiroe testar a
capacidade de B. methylotrophicus na producio de Acido indol-acético. O experimento foi
conduzido no delineamento blocos casualizado, consistindo de 10 tratamentos, quatro blocos
com quatro repeticdes de 15plantas. As sementes de tomate cv. Santa Cruz foram
microbiolizadas com suspensdo de B. methylotrophicus pela imersdo das sementes nas
suspensoes liquidas e misturas nas formulacdes em p6 na propor¢cdo de 20 g/kg de semente.
As sementes foram semeadas e mantidas por 30 dias em copos de 1000 L de 7,9 cm de
diametro superior contendo solo + esterco autoclavados na propor¢do 3:1, deixando-se uma
planta por copo. Foi realizada avaliacdo da percentagem de germinacio aos 14 dias apds a
semeadura, caracterizada como a por¢do de sementes germinadas apresentando as duas
primeiras folhas visiveis acima do substrato Avaliou-se, também, os parametros de
crescimento aos 30 dias de cultivo, incluindo: altura das plantas, numero de folhas,
comprimento de raiz, didmetro do caule, volume da raiz, massa seca e fresa de raiz e parte
aérea, e o IVP (indice de vigor de planta). A microbiolizacao das sementes para a veiculacao
dos iolados de B. methylotrophicus B47 e B12 influenciaram na promog¢ao de crescimento e
nos estdgios iniciais das plantas de tomate, destacando todos os atributos morfo-fisioldgicos
avaliados, estimulando maior crescimento em plantas de tomateiro. Obteve-se um efeito
significativo das formulacdes a base de Mandioca e Araruta contendo os isolados B47 e B12:
os tratamentos obtiveram um incremento positivos no crescimento das plantas, sendo
semelhante e superiores em alguns aspectos ao produto comercial Quartz®, e diferindo dos
tratamentos controles. O tratamento contendo B. methylotrophicus B47 apresentou valores
significativos e superiores a todos os tratamentos em todos os atributos avaliadosnos testes de
pr. Os tratamentos com a inoculacdo dos isolados B47 e B12 foram os que apresentaram
resultados mais promissores na promog¢ao de crescimento de plantas de tomate, aumentando e
acelerando a germinagdo, obtendo um acumulo total de biomassa expressivo dessas plantas
em casa de vegetacdo. As suspengdes in natura e formulagdes em pé de mandioca e araruta
,contendo B. methylotrophicus sdo eficientes na promog¢ao do crescimento vegetal de plantas
de tomateiro. Os dois isolados avaliados ambos apresentaram producao superior a 18.20 a ug
mL-1 de AIA, sendo que o isolado B 47 apresentou em todos os dias avaliados valores
superiores aos dos isolados B12.

Palavras-chave: Rizobactérias; formulagdes bioativas; Solanum lycopersicum.; estimulante
de crescimento vegetal.



PROMOTION OF GROWTH OF TOMATO PLANTS THROUGH FORMULATIONS
BASED ONBACILLUS METHYLOTROPHICUS

Autor: Rafael Chaves Ribeiro
Orientador: Antdonia Alice Costa Rodrigues

ABSTRACT

The use of microorganisms for agronomic purposes has been well studied because it is a great
alternative to reduce or eliminate the use of agrochemicals. The use of Bacillus
methylotrophicus as plant growth promoters characterizes an alternative measure in
agriculture. The objective of the present work was to test cassava (Manihot esculenta L.) and
Araruta (Maranta arundinacea L.) powder as formulations in B. methylotrophicus cells, used
to promote tomato growth, and to test B. methylotrophicus in the production of indole-acetic
acid. The experiment was conducted in a randomized block design, consisting of 10
treatments, four blocks with four replicates of 15 plants. Seeds of tomato cv. Santa Cruz were
microbiolized with suspension of B. methylotrophicus by immersion of the seeds in the liquid
suspensions and mixtures in the powder formulations in the proportion of 20 g / kg of seed.
The seeds were sown and maintained for 30 days in 1000 L beakers of 7.9 cm higher diameter
containing soil + autoclaved manure in the proportion 3: 1, leaving one plant per cup. The
percentage of germination was evaluated at 14 days after sowing, characterized as the portion
of germinated seeds presenting the first two leaves visible above the substrate. Growth
parameters were also evaluated at 30 days of cultivation, including: plants, number of leaves,
root length, stem diameter, root volume, dry mass and root and shoot strawberry, and IVP
(plant vigor index). The microbiolization of the seeds for the propagation of B.
methylotrophicus B47 and B12 iolates influenced the growth promotion and early stages of
tomato plants, highlighting all the morpho-physiological attributes evaluated, stimulating
greater growth in tomato plants. There was a significant effect of the formulations based on
Cassava and Araruta containing the isolates B47 and B12: the treatments obtained a positive
increase in the growth of the plants, being similar and superior in some respects to the
commercial product Quartz®, and differing from the control treatments. The treatment
containing B. methylotrophicus B47 presented significant values and superior to all the
treatments in all attributes evaluated in pr. The treatments with the inoculation of the isolates
B47 and B12 were the ones that presented the most promising results in the promotion of
growth of tomato plants, increasing and accelerating the germination, obtaining a total
accumulation of expressive biomass of these plants in a greenhouse. The in vitro suspensions
and powder formulations of cassava and arrowroot containing B. methylotrophicus are
efficient in promoting plant growth of tomato plants. The two isolates evaluated had a
production above 18.20 a pg mL-1 of AIA, and the isolate B 47 presented values higher than
those of isolates B12

Keywords: Rhizobacteria; bioactive formulations; Solanum lycopersicum .; stimulant of plant
growth.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos principais produtores de tomate, com uma producao superior a 4.3
milhdes de toneladas. O Nordeste destaca-se como a terceira regido produtora deste fruto,
produzindo 378.445 toneladas, sendo o Estado do Maranhdo o 7° entre os produtores do
nordeste, com pouco mais de 3.671 toneladas em 189 hectares de area plantada (IBGE, 2016).

O estabelecimento de uma agricultura sustentdvel, que preserve o meio ambiente e
proporcione seguranca alimentar futura, € um fator primordial para o desenvolvimento da
humanidade, ante as mudancas climdticas e o declinio das reservas energéticas nao
renovaveis. Diante das previsdes de crescimento populacional mundial, existe o desafio de
criar métodos avancados e eficientes para aumentar a producdo de alimentos e energia
renovavel sem, contudo, esgotar 0s recursos naturais.

A agricultura moderna tem enfrentado o grande desafio de aumentar a producdo das
culturas gerando sustentabilidade, baseando-se em enfoque que visa a protecio ambiental.
Para atingir esse objetivo, uma das alternativas € a utilizacdo de microrganismos promotores
de crescimento. Na literatura, sdo descritas algumas bactérias que vivem associadas as plantas
e tém a habilidade de promover o crescimento vegetal (COMPANT et al., 2010). Espécies do
género Bacillus vém sendo utilizados para este fim.

O uso de microrganismos que beneficiam o desenvolvimento de determinada cultura
seja pela promogdo de crescimento seja pelo controle bioldgico é conhecido hd muito tempo,
Andrews (1992) cita que as bactérias possuem maior capacidade competitiva de colonizar que
outros microrganismos do solo, sendo que a colonizagdo inicia na semente, ou apds a emissao
da radicula e sua distribui¢do deve acompanhar o crescimento das raizes, principalmente nas
células epidérmicas, onde se encontram as maiores concentracoes de exsudatos e de
nutrientes, menor oscilagdo de temperatura e de umidade e dentre os efeitos observados estdao
o aumento da taxa de germinagdo, crescimento de raizes, crescimento de caule, aumento de
rendimento e bioprote¢do a patégenos.

Bactérias do género Bacillus pertencem ao grupo de microrganismos conhecidos como
rhizobacterias promotoras do crescimento de plantas (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria—PGPR), s@o organismos de vida livre que estimulam direta ou indiretamente
processos metabolicos e fisiologicos vegetais.

Os efeitos na promoc¢do de crescimento incluem aumentos na altura, na biomassa da
parte aérea, do caule e da raiz e na formagdo de pelos radiculares e foliares da planta e na

lignificacdo de vasos do xilema (PILLAY; NOWAK, 1997; STURTZ, 1995).


about:blank

H4 vérias maneiras pelas quais bactérias promotoras de crescimento vegetal podem
afetar diretamente o crescimento da planta: através da fixacdo de nitrogénio atmosférico, da
solubilizacdo de minerais, tais como fosforo, produgdo de sideréforos (moléculas que
solubilizam e sequestram ferro), ou pela produ¢do de reguladores de crescimento vegetal
(hormonios), que acentuam o crescimento vegetal em varios estidgios de desenvolvimento.

A promocio indireta de crescimento ocorre quando a PGPR diminui ou impede os
efeitos deletérios de um ou mais organismos fitopatogénicos (GLICK, 1995). Essa atuacdo
conjunta na nutri¢do € no metabolismo resulta em aprimoramento das defesas naturais do
hospedeiro.

O uso das PGPR, como agentes de promocdo de crescimento e de aumento de
rendimento serd, provavelmente, uma das téticas para alta produtividade de maior importincia
para esse século.

A promogdo do crescimento radicular € um dos indicadores pelo qual o efeito benéfico
das bactérias promotoras de crescimento € medido. O estabelecimento rapido de raizes por
alongamento das raizes primdrias ou por proliferacdo de raizes laterais e adventicias é
vantajoso para plantas jovens. Com muitas raizes, essas plantas aumentam a sua habilidade de
se ancorar ao solo, e obter 4gua e nutrientes do ambiente, acentuando, assim, as suas chances
de sobrevivéncia.

A promocdo do crescimento é desejavel quando se considera a maioria dos pontos de
vista. Em plantas anuais, por exemplo, o beneficio € caracterizado pelo aumento de matéria
seca, e pode resultar em encurtamento do ciclo ou em aumento na producio, dependendo da
espécie (FREITAS et al., 2003).

Diversas espécies vegetais t€m sido beneficiadas com a habilidade que alguns
microrganismos possuem de, por meio de mecanismos intrinsecos, promover o crescimento
de plantas. Vérios ensaios foram realizados comprovando o beneficio da interacdo planta-
microrganismo, em culturas perenes (SILVA et al., 2012), anuais (GOPALAKRISHNAN et
al., 2014; PEDRO et al., 2012), hortalicas (GUIMARAES et al., 2013), além de espécies
florestais (MOREIRA; ARAUJO, 2013) e outras culturas de interesse econdmico.

Hallmann (2001) relatou que a utilizacdo de rhizobactérias t€ém sido associada a
promocao de crescimento de diversas espécies entre as quais tomate, alface, batata, milho,
pepino, arroz e algodio.

Esse efeito combinado de promoc¢do de crescimento e controle de patologias aumenta a
importancia do estudo e utilizagdo desses microrganismos como decisivos nas estratégias de

manejo de culturas agricolas.
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Vérios estudos tem demostrado que espécies de Bacillus sp. sdao promissoras na
promoc¢do de crescimento vegetal caracterizando uma medida alternativa, buscando o
desenvolvimento sustentdvel dentro dos principios agroecoldgicos proporcionando uma
significativa redu¢do dos impactos ambientais que os agroquimicos vém causando ao longo
dos anos.

Neste contexto, avaliar como esse importante género bacteriano pode ser veiculado e
aplicado nas plantas mostra-se de real importincia nas escolhas de estratégias para promog¢ao
de crescimento vegetal.

No intuito de fornecer subsidios cientificos, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a viabilidade de formulacdes a base de Bacillus methylotrophicus na promogio de
crescimento de plantas de tomate, com produtos a base de araruta (Maranta arundianacea L.)
e mandioca (Manihot esculenta) como formulacdes para conservar e veicular células de

Bacillus methylotrophicus.

2 REFERENIAL TEORICO

2.1 O tomateiro

2.1.1 Histérico, taxonomia e descricao

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma hortalica cosmopolita, origindria das
Américas, especificamente da regido Andina. O centro de origem primdrio é um estreito
territorio que faz fronteiras ao norte pelo Equador, ao sul pelo norte do Chile, a oeste pelo
oceano Pacifico e a leste pela Cordilheira dos Andes. No entanto, a domesticagdo do
tomateiro ocorreu por tribos indigenas primitivas do México, onde foi denominado de Tomate
(GIORDANO, RIBEIRO, 2000; SILVA et al., 2007).

O tomateiro pertence a classe Dicotiledoneae, ordem Tubiflorae e familia Solanaceae.
Originalmente, de acordo com Linnaeus, o tomateiro foi inicialmente integrado ao género
Solanum, recebendo a denominagdo Solanum lycopersicon L.. Entretanto em 1754, Miller,
reclassificou o tomateiro, criando um novo género denominado Lycopersicon, renomeando o
tomateiro cultivado como Lycopersicon esculentum Mill. (ALVARENGA, 2004). Até a
realizacdo de estudos filogenéticos das solandceas, demonstrando que os tomates e espécies
do género Solanum sdo muito proximos filogeneticamente, atribuindo novamente o tomate ao

género Solanum, conforme determinado inicialmente por Linnaeus (PERALTA, SPOONER,

2006).



O tomateiro ¢ uma solanicea herbacea, de caule flexivel, cuja arquitetura natural se
assemelha a uma moita, com muitas ramificacdes laterais (FILGUEIRAS, 2008). Todavia a
arquitetura pode ser modificada pelo método de conducdo mais apropriado das plantas,
conforme a variedade e finalidade, abrangendo priticas como poda apical, retirada de
brotagdes laterais e raleio dos frutos, principalmente para frutos destinados ao segmento mesa,
visando maior producdo e qualidade (MARIM et al., 2005).

O tomate, fruto do tomateiro () é a primeira hortalica fruto de importancia econdmica
no Brasil. Esta importancia estd ligada ao aspecto ndo s6 econdmico, mas também social e,
segundo o levantamento da FAO — Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura, o tomate € o décimo primeiro alimento mais produzido mundialmente, contando
com aproximadamente 161 milhdes de toneladas colhidas em 2012. O Brasil destaca-se com
uma producdo de aproximadamente 3,8 milhoes de toneladas, colocando-se na 9° posicao da
producdo mundial no ano de 2012 (FAO, 2015.)

O tomate € uma hortalica muito popular na gastronomia mundial. Pode ser consumido
in natura ou em derivados, sendo apreciado em varios paises, tanto pela qualidade de sabor,
quanto também pela grande concentracdo de substincias benéficas ao organismo humano,
como por exemplo o licopeno, que estd associada a prevencao do cancer de prostata (LOPES,
2005).

A floracdo e a frutificagdo ocorrem juntamente com o crescimento vegetativo. As
folhas pecioladas sdo compostas por nimeros impares de foliolos. Possui sistema radicular
constituido de raiz principal, raizes secundarias e raizes adventicias (ALVARENGA, 2004).

Os frutos sdo bagas carnosas e suculentas, bi, tri ou plurilocular, que se desenvolve a
partir de um ovdario com 5-10 mg de peso e alcanca, quando maduro, peso final entre 5 e 500
g, dependendo da cultivar e das condi¢des de desenvolvimento (ALVARENGA, 2004). Apos
amadurecimento, sdo de um vermelho vivo em razdo do acumulo do carotendide licopeno. As
sementes sdo pilosas pequenas e o sistema radicular € condicionado pelo tipo de cultura

(FILGUEIRA, 2000).

2.1.2 Promocio de crescimento

As plantas representam um complexo de sitios em que abrigam microrganismos,
endofiticos e epifiticos, os quais sdo essenciais para o desenvolvimento vegetal, que pode
ocorrer através da producdo de fitormonios, melhoria da disponibilizacdo e absor¢cdo de
nutrientes e ainda pela capacidade antagdnica de alguns microrganismos a fitopatdgenos

(FIGUEIREDO et al., 2010).



A promocdo do crescimento é desejavel quando se considera a maioria dos pontos de
vista. Em plantas anuais, por exemplo, o beneficio € caracterizado pelo aumento de matéria
seca, e pode resultar em encurtamento do ciclo ou em aumento na produgdo, dependendo da
espécie (FREITAS et al., 2003).

A utilizacdo de bactérias com caracteristicas de promog¢do de crescimento vegetal tem
sido uma alternativa promissora para a agricultura sustentdvel, visto a crescente demanda por
insumos quimicos, em consequéncia da necessidade de produzir mais alimentos devido ao
aumento populacional.

As PGPR podem agir de forma direta ou indiretamente promovendo o crescimento em
plantas por meio de diferentes mecanismos, aos quais podem agir individualmente ou em

sinergia (PII et al., 2015).

2.3 Bacillus spp.

Bactérias do género Bacillus sdo gram-positivas e podem ser aerdbias, facultativas ou
anaerdbias, com formato de bastonetes retos, méveis por flagelos peritriquios, além disso,
possuem enddsporos com a caracteristica de resistir as condi¢cdes adversas. Sdo resistentes ao
calor e a maioria delas tem exigéncias nutricionais simples, requerendo no maximo alguns
aminoacidos ou vitaminas B como fatores de crescimento (BHANDARI et al., 2013).

Formam enddsporos (estruturas de resisténcia) e apresentam a habilidade de produzir
antibidticos (FREITAS; PIZZINATTO, 1997). A formacdo de endésporos aumenta a
resisténcia aos fatores adversos. Dessa forma, podem ser armazenados como inoculantes por
um periodo mais longo, e possuem maior tempo de permanéncia no solo (PETRAS;
CASIDA, 1985).

Ha varias maneiras pelas quais bactérias promotoras de crescimento vegetal podem
afetar diretamente o crescimento da planta: através da fixacdo de nitrogénio atmosférico, da
solubilizacdo de minerais, tais como fosforo, producdo de sideréforos (moléculas que
solubilizam e sequestram ferro), ou pela producdo de reguladores de crescimento vegetal
(hormonios), que acentuam o crescimento vegetal em varios estadgios de desenvolvimento. A
promocgdo indireta de crescimento ocorre quando a PGPR diminui ou impede os efeitos
deletérios de um ou mais organismos fitopatogénicos (GLICK, 1995).

Muitas bactérias promotoras do crescimento sintetizam acido indol acético (AIA), e seu
efeito na planta mimetiza o AIA exégeno (PATTEN; GLICK, 1996). O 4cido indol acético
aparentemente nao funciona como um hormoénio em células bacterianas e sua produgdo pelas

bactérias pode ter surgido devido a sua importancia na rela¢do bactéria-planta. Este regulador,
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quando secretado por bactérias, poderia promover o crescimento da raiz diretamente pela
estimulacdo do alongamento da célula vegetal ou divisdo celular (PATTEN; GLICK, 1996).
Segundo esses autores, o papel do AIA bacteriano na promog¢ao do crescimento vegetal ainda
nao esta totalmente esclarecido.

Babu et al. (2014) avaliaram a promog¢do do crescimento do tomateiro quando
submetidos a tratamentos com diferentes bactérias, dentre estas estirpes de B. subtilis e B.
cereus, sendo verificado a produgdo de AIA e solubilizag¢ao de fosfato.

A utilizacdo do género Bacillus na promog¢do de crescimento de plantas é favorecida por
algumas caracteristicas bioldgicas destes microrganismos, multiplicacdo rdpida e facil, com
destaque para o beneficio de manter-se vidvel em bioformulados devido a producdo de

enddsporos, facilitando o manuseio junto a outros produtos (LANNA FILHO et al., 2010).
Além disso, apresenta capacidade de produgdo de antibidticos (YASEEN et al., 2016).
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RESUMO
A tendéncia da agricultura moderna € conduzir suas préticas de manejo que permitam um
bom desempenho produtivo mesmo que as plantas estejam submetidas a condi¢Oes adversas.
Com isso, o presente trabalho , objetivou testar p6 de mandioca (Manihot esculenta L.), e
araruta (Maranta arundinacea L.), como formulagdes na veiculacdo de células de B.
methylotrophicus, usadas na promocdo de crescimento de plantas de tomate por isolados
bacterianos, bem como elucidar os mecanismos de acdo destes microrganismos por meio da
verificacdo da sintese de 4cido indol acético (AIA). Os ensaios foram realizados em duas
etapas. A primeira etapa foi em condicao de casa-de-vegetacdo, onde os isolados bacterianos
foram avaliados quanto a habilidade de promover o crescimento de plantas de tomate.
Avaliou-se parametros de crescimento aos 30 dias de cultivo, incluindo: altura das plantas,
numero de folhas, comprimento de raiz, didmetro do caule volume da raiz, massa seca e fresa
de raiz e parte aérea , e o IVP(indice de vigor de planta). Obteve-se um efeito significativo das
formulacdes a base de mandioca e araruta contendo os isolados B47 e B12: os tratamentos

obtiveram um incremento positivos no crescimento das plantas, sendo semelhante e
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superiores em alguns aspectos ao produto comercial Quartz®, e diferindo dos tratamentos
controles. As duas linhagens de Bacillus utilizadas produziram AIA nos trés periodos
avaliados.

Palavras-chave: Rizobactérias; Formulacdes Bioativas; Solanum lycopersicum.; Estimulante
de crescimento vegetal.

ABSTRACT

The trend of modern agriculture is to conduct its management practices that allow a good
productive performance even if the plants are subjected to adverse conditions. The objective
of the present work was to test manihot (Manihot esculenta L.) and Araruta (Maranta
arundinacea L.) powder as formulations in the propagation of B. methylotrophicus cells used
to promote growth of tomato plants by isolates as well as to elucidate the mechanisms of
action of these microorganisms through the verification of the synthesis of indole acetic acid
(AIA). The tests were performed in two steps. The first stage was in a greenhouse condition,
where the bacterial isolates were evaluated for the ability to promote the growth of tomato
plants. Growth parameters were evaluated at 30 days of cultivation, including: plant height,
leaf number, root length, stem diameter, root volume, dry mass and root and shoot shoots, and
IVP of plant). A significant effect of the cassava and arrowroot formulations containing the
B47 and B12 isolates was obtained: the treatments obtained a positive increase in the growth
of the plants, being similar and superior in some respects to the commercial product Quartz
and differing from the control treatments. The two Bacillus strains used produced EIA in the
three evaluated periods

Keywords: Rhizobacteria; Bioactive Formulations; Solanum lycopersicum.; Plant Growth

Stimulant.



INTRODUCAO

A agricultura moderna tem enfrentado o grande desafio de aumentar a producdo das
culturas gerando sustentabilidade, baseando-se em enfoque que visa a protecio ambiental.
Para atingir esse objetivo, uma das alternativas € a utilizagdo de microrganismos promotores
de crescimento. Na literatura, sdo descritas algumas bactérias que vivem associadas as plantas
e tém a habilidade de promover o crescimento vegetal (1). Espécies do género Bacillus vém
sendo utilizados para este fim.

Conforme (2) cita que as bactérias possuem maior capacidade competitiva de colonizar
que outros microorganismos do solo, sendo que a colonizacdo inicia na semente, ou apds a
emissao da radicula e sua distribui¢do deve acompanhar o crescimento das raizes.

Bactérias do género Bacillus pertencem ao grupo me microrganismos conhecidos como
rhizobacterias promotoras do crescimento de plantas, sdo organismos de vida livre que
estimulam direta ou indiretamente processos metabdlicos e fisiolégicos vegetais.

Os efeitos na promog¢do de crescimento incluem aumentos na altura, na biomassa da
parte aérea, do caule e da raiz e na formacdo de pelos radiculares e foliares da planta, na
lignificacdo de vasos do xilema (3); (4).

Ha varias maneiras pelas quais bactérias promotoras de crescimento vegetal podem
afetar diretamente o crescimento da planta: através da fixacdo de nitrogénio atmosférico, da
solubilizacio de minerais, tais como fdsforo, produgcdo de sideréforos (moléculas que
solubilizam e sequestram ferro), ou pela producdo de reguladores de crescimento vegetal
(hormonios), que acentuam o crescimento vegetal em vdrios estdgios de desenvolvimento. A
promocdo indireta de crescimento ocorre quando a PGPR diminui ou impede os efeitos
deletérios de um ou mais organismos fitopatogénicos (5). Essa atuacdo conjunta na nutri¢ao e
no metabolismo resulta em aprimoramento das defesas naturais do hospedeiro.

O 4cido indol acético € considerado o fitohorm6nio mais importante entre as auxinas
(6). Segundo (7), ele funciona dentro das células dos vegetais, como uma importante molécula
sinal, responsdvel, pela expansdo das células, divisdo e diferenciacdo, e regulacdo de genes,
melhorando a arquitetura da raiz, estimulando o crescimento radicular e o niimero de pelos
radiculares, conferindo a planta, melhor capacidade de absor¢ao de nutrientes e 4gua do solo.

O uso das PGPR, como agentes de promocdo de crescimento e de aumento de
rendimento serd, provavelmente, uma das téticas para alta produtividade de maior importancia

para esse século.



Vérios estudos tem demostrado que espécies de Bacillus spp. sdo promissoras na
promoc¢do de crescimento vegetal caracterizando uma medida alternativa, buscando o
desenvolvimento sustentdvel dentro dos principios agroecoldgicos proporcionando uma
significativa redu¢do dos impactos ambientais que os agroquimicos vém causando ao longo
dos anos.

Com isso o presente trabalho visou avaliar a viabilidade de formulacdes de p6 de
mandioca e araruta a base de Bacillus methylotrophicus na promog¢ao de crescimento de

plantas de tomate e a capacidade da mesma na produg¢ao acido indol acético.

MATERIAL E METODOS
Localizacdo do Experimento e Obtencao dos Isolados

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de, e em Casa de vegetacdo do Nucleo de
Biotecnologia, localizados na Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, campus Paulo
VI em Sao Luis, MA, cujas coordenadas sdo 2° 59 19” S, 44° 21 20” W, no periodo de 20
de novembro/2018 a 21 de dezembro/2018) . Os isolados de Bacillus metylotrophicus foram
obtidos da Colecdo de Fitopatégenos “Prof. Gilson Soares da Silva”/UEMA, sob registros
MGSS- 274 B (47), MGSS 276 (B12), conservados em 6leo mineral.

Caracterizacao dos tratamentos e Cultivo das plantas

Foram consideradas as seguintes fontes de variacdo: Suspensdes de Bacillus B12 e B47
(SUS.B12 e SUS.B47), p6 de mandioca + Bacillus B12 e B47 (MAND.B12 e MAND.B47),
po araruta + Bacillus B12 e B47 (ARA.B12 e ARA.B47), QUARTZ® (fungicida a base de B.
methylotrophicus); além de tratamentos controle constituidos pela aplicacdo de pé de
mandioca + H20 DD (MAN.CRT), p6 de araruta + H20 DD (ARA.CRT), e H20 Destilada e
Deionizada (CONTROLE)..

As sementes de tomate cv. Santa Cruz foram microbiolizadas com suspensdo de B.
methylotrophicus pela imersdao das sementes nas suspensdes liquidas e misturas nas
formulacdes em p6 na propor¢cdao de 20 g/kg de semente. As sementes foram semeadas e
mantidas por 30 dias em copos de 1000 L de 7,9 cm de didmetro superior contendo solo +
esterco autoclavados na propor¢do 3:1, deixando-se uma planta por copo. O delineamento
experimental para promocdo de crescimento foi em blocos casualizado -DBC, consistindo de
10 tratamentos com quatro repeti¢des de 15 plantas.

Avaliacao das formulac6es como promotoras de crescimento vegetal
A coleta de dados ocorreu inicialmente aos 14 dias apds a semeadura, onde foi avaliada

a percentagem de germinacdo, caracterizada como a por¢do de sementes germinadas



apresentando seus dois cotilédones visiveis acima do substrato. Aos 30 dias de cultivos as
plantas foram coletadas e parametros de crescimento foram mensurados, incluindo:

a) altura de planta, expressa em cm, medida com régua milimetrada, a partir do coleto
até a gema apical; b) nimero de folhas; c) diagmetro do caule, expresso em mm, medido na
base do coleto, utilizando-se um paquimetro digital, com precisdao de 0,01 mm; d)
comprimento da maior raiz, expresso em cm, medida com régua milimetrada, a partir do
coleto até a extremidade da maior raiz; e) volume de raiz, expresso em cm?3, realizado por
meio de medicdo do deslocamento da coluna de dgua em proveta graduada, ou seja,
colocando-se as raizes, apds lavagem, em proveta contendo um volume conhecido de dgua
(100 mL) — pela diferencga, obteve-se a resposta direta do volume de raizes, pela equivaléncia
de unidades (1 mL = 1 cm3), segundo metodologia descrita por (8); f) massa fresca e massa
seca da parte aérea e da raiz, expressa em grama, pesada em balanga com precisdo de
0,001g.

Para determinacdo da massa seca, o material vegetal foi conduzido a estufa com
circulacao forcada de ar a temperatura de 65°C até atingir peso constante; g) massa seca total,
expressa em gramas, obtida pela soma das massas secas da parte aérea e da raiz; h) indice de
vigor de plantulas (IVP), calculado usando a seguinte férmula, descrita por (9): IVP =
Comprimento de plantulas (cm) x percentual de germinacao.

Avaliacdo da producido de acido indol-acético em formulagoes contendo Bacillus
methylotrophicus.

Para quantificar o 4cido indol acético produzidas pelos isolados em meio de cultura
NFB, aliquotas de 500 uL de solucdo de cada um dos isolados bacterianos ajustadas para DO
0,5 serdo inoculadas para crescimento em 20 mL de meio por 0, 2 e 5 dias a 30°C. Apds este
periodo, 15 mL de cada uma das culturas homogeneizadas serdo transferidas para tubos e
centrifugadas. Do sobrenadante obtido, 3 mL serdo vertidos em frascos, aos quais foram
adicionados 2 mL de Reagente de Salkowski (1,0mL de FeCl3.6H20 0,5M em 50mL de
HC10435% ), (10). Os frascos contendo o sobrenadante e o Reagente de Salkowski foram
mantidos por 30 minutos em ambiente escuro para desenvolvimento de cor, que se manifesta
em cor rdsea, mais intensa quando hd maior quantidade de dcido indolacético. A intensidade
da cor foi determinada em espectrofotdmetro a 535 nm segundo (11). A concentragdo dos
compostos inddlicos foi estimada utilizando uma curva padrdo previamente preparada com
meio de cultura esterilizado ndo inoculado e quantidades conhecidas de dcido indol acético de
0, 10, 20, 40, 80 e 100 pg mL-1 de acordo com a equagdo y = 23,0188x + 0,422 (R? =

0,9565). Para a analise da producao de 4cido indol acético usou o delineamento inteiramente



casualizado com arranjo fatorial com 2 isolados x 3 tratamentos temporais (0=24h), (2=48) e

(5=120h) x 5 repeticdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Teste de promocao do crescimento em plantas de tomate pela aplicacio de formulacoes
a base de Bacillus methylotrophicus.

O efeito dos isolados B. methylotrophicus B47 e B12 na promog¢do de crescimento
variou em funcado das varidveis avaliadas e formulacdes utilizadas (Tabela 1). Estes isolados
foram estatisticamente superiores a testemunha, durante o ensaio de promogdao de
crescimento.

Observou-se, que a microbiolizacdo das sementes para a veiculacdo dos isolados
influenciaram na promoc¢do de crescimento e nos estdgios iniciais das plantas de tomate,
destacando todos os atributos morfo-fisilogicos avaliados, como: (altura de plantas, nimero
de folhas, comprimento de raiz, volume da raiz, didmetro do caule, indice de vigor de
plantulas, matéria seca de parte raiz e parte aérea e matéria seca total), estimulando maior
crescimento em plantas de tomateiro.

A inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento pode beneficiar as plantas no
estdgio vegetativo potencializando a emergéncia, vigor, altura, peso da planta,
disponibiliza¢do de nutrientes e aumento na clorofila. (12).

Diversos autores (13) encontraram resultados promissores em sementes de tomates
inoculadas com B. subtilis e Thichoderma harzianum com incremento significativo em todos
os parametros de crescimento de plantulas. Comprimento da raiz, comprimento de parte aérea,
area foliar, peso fresco dos brotos e raizes de 38,53 %, 32,04 %, 62,68 %, 28,87 % e 36,21 %,
respectivamente, em comparacdo com as plantulas controle. Observa-se que todos os
tratamentos contendo B. methylotrophicus obtiveram uma promoc¢do de crescimento vegetal,
em destaque a formulacio MAND +B47 destacando-se dos demais tratamentos, onde todos os
tratamentos contendo as rizobactérias, diferindo dos controles, indicando o grande potencial
dos isolados.

Ao avaliar diametro de caule, a formulagdo + isolado bacteriano (MAND+B47)
proporcionou efeito positivo, com cerca de 0,5 cm de didmetro, comparado ao controle (0,2
cm) aos 30 dais de cultivo. No entanto o isolado de B12 variou conforme a formulacdo
utilizada, diferenciando assim dos tratamentos com B.47, mais sendo superior que todas as

testemunhas. (Figura 1A).



A altura das plantas de tomate e o comprimento radicular foram influenciados pela
presenca dos isolados B. methylotrophicus (B12 e B47) obtendo assim uma alteracdo
significativa comparado aos tratamentos controles (Figura 1B).

Resultados encontrados por (14) corroboram com os resultados apresentados nesse
trabalho, observando um maior crescimento da parte aérea de tomateiros tratado com B.
subtilis.

Conforme (15) verificou em plantas de tomate tratadas com o isolado UFV-E13
crescimento maior em relagdo as plantas nao tratadas com a bactéria endofitica. De forma
semelhante, (16) observou que a altura de plantas de tomateiro foi afetada pela introducao de
algumas bactérias endofiticas, sendo que Acinetobacter johnsonii e Bacillus pumilus
promoveram a maior altura das plantas em 9,5 % e 20,2 %, respectivamente.

Contudo, os isolados dois isolados bacterianos foram mais responsivos para as
varidveis comprimento e volume da raiz, sendo que atingiram em média 300 mm, equivalente
a 30 % maior em relacdo ao controle, e matéria seca de raiz, destacando o efeito significativo
dos isolados avaliados (Figura 1B e 1D). Todavia, as producdes de matéria fresca da parte
aérea e da raiz do tomate foram incrementadas pelos tratamentos com a utilizacdo dos B.
methylotrophicus (Fig 1F).

Ao se avaliar o comprimento total do dorsel e raiz verificou-se uma influéncia positiva
dos tratamentos contendo os isolados B12 e B47 nas plantas de tomate, atingindo aos 30 dias
um comprimento (dorsel) maior que 700mm (MAND + B47) sendo superior ao aos
tratamentos controles que chegaram no méximo a 300mm.

Virios mecanismos estdo envolvidos na promocdo de crescimento das plantas por
bactérias endofiticas. Estes, porém, podem ser divididos em diretos e indiretos. Quando o
estimulo do crescimento das plantas € direto, o antagonista produz fitormonios ou substincias
andlogas destes reguladores de crescimento capazes de estimular o desenvolvimento das
plantas (17).

Com o estimulo ao crescimento radicular, a planta consegue aumentar sua capacidade
de absorcdo, melhorando o aproveitamento dos nutrientes do solo, sua nutricao e diminuindo
as perdas de nutrientes por lixiviagdo, como, por exemplo, no caso do nitrogénio, ou por
adsor¢do, como no caso do fosforo.

Os resultados obtidos no nosso experimento vao de acordo com Pesquisa feita por (18)
que utilizando rizobactérias através da microbioliza¢do de sementes de tomateiro cultivada em
solo estéril e conduzida nas condicdes de casa-de-vegetacdo, observaram um incremento de

peso seco de 44,1% na parte aérea e 36,8% de raizezConstatou-se um efeito significativo das



formulacdes a base de mandioca e araruta contendo os isolados B47 e B12: os tratamentos
obtiveram um incremento positivos no crescimento das plantas, sendo semelhante e superior
em alguns aspectos avaliados como numero de folhas (Figura 1E) ao produto comercial
Quartz®. Ressaltando o potencial biolégico dos isolados testados, bem como os efeitos
positivos dos produtos e sua adaptabilidade destes quando armazenados em formulagdes de
baixo custo econdmico e ambiental.

Conciliados a excelente taxa de germinagdo para todas as sementes (superior a 95 %), o
valor de IVP médio demonstra que todas as plantas tratadas com B. methylotrophicus tiveram
rdpido desenvolvimento vegetativo, sendo superiores aos tratamentos controle (Tukey,
p<0,05) o que lhes conferem alta capacidade de sobrevivéncia, vigor e estabilidade de
producdo.

Os tratamentos contendo somente as formulagdes de p6 de mandioca + isolado B47
apresentaram valores superiores aos demais tratamentos, j4 a araruta + a presenca do isolado
B. methylotrophicus apresentaram IVP menores que as formulagdes e isolados B47 e se
diferenciando estatisticamente das testemunhas, que foram semelhantes estatisticamente entre
si, apresentando os menores valores para todos os parametros de crescimento avaliados.

Os valores analisados de matéria seca corroboram com os de promocdo de crescimento
apresentados anteriormente (Figura 1B). Todos os tratamentos contendo B. methylotrophicus
apresentaram valores significativos de massa seca de raiz, parte aérea e total, se comparados
com 0s tratamentos controles.

Contudo sabe-se da importancia de identificar isolados com potencial para induzir o
desenvolvimento das raizes, uma vez que a expansdo radicular favorece maior absor¢cao de
dgua e nutrientes, além de melhorar a eficiéncia do uso da dgua de plantas sob condi¢ao de
estresse hidrico (19).

(20) Observaram que em ensaio conduzido com tomate cultivar Santa Clara, o
tratamento com Bacillus subtilis influenciou o crescimento das plantas em varidveis como
producdo de biomassa da parte aérea, quando comparado com a testemunha, o mesmo foi
observado neste trabalho.

Os tratamentos com a inoculacdo dos isolados B47 e B12 foram os que apresentaram
resultados mais promissores na promog¢ao de crescimento de plantas de tomate, aumentando e
acelerando a germinagdo, obtendo um acumulo total de biomassa expressivo dessas plantas
em casa de vegetacdo, entretanto isso significa um avanco na busca de tecnologias paras

formulacdes bioativas.



Também obtiveram resultados semelhantes (21), com os isolados de B. subtilis e
Pseudomonas sp., que constataram que melhorou a porcentagem da emergéncia de plantulas
de tomate.

De maneira geral, os maiores incrementos foram proporcionados pela formulacio + B.
methylotrophicus B47, cujos aumentos na altura das plantas, nimero de folhas, didmetro do
caule, peso de matéria fresca e seca, e volume radicular foram superiores a todos os demais
tratamentos, assim se apresentado como melhor meio de veiculagdo e conservacdo para a
promocao de crescimento de plantas de tomateiro.

Esse trabalho aponta a possibilidade dos agricultores menos capitalizados utilizarem a
pratica da inoculacdo com rizobactérias para a producdo de tomates, aumentando, assim, a sua
biomassa e seu crescimento, com mais independéncia em relacio a aquisicao de fertilizantes
minerais. Entretanto, novos trabalhos devem ser realizados com variedades de plantas de
tomateiro em condi¢des de diferentes niveis de fertilidade de solo e associados com
fertilizantes orgénicos.

Avaliacao da produciao de acido indol-acético em formulacoes contendo Bacillus
methylotrophicus.

Os dois isolados avaliados ambos apresentaram produg¢do superior a 18.20 a pg mL-1
de AIA, sendo que o isolado B 47 apresentou em todos os dias avaliados valores superiores
aos dos isolados B12 (Figura 2A).0 isolado B47 se destacou pela maior producdo de 4cido
indol acético, apresentando quantidades superiores a 18,23 ug mL-1 , seguido do isolado,
B12, que produziu seu pico maximo respectivamente, 18,10 ug mL-1. Quanto a producdo de
AIA pelos isolados, estes reagiram com a solu¢do de Salkowisk apresentando coloragcdo
rosada apds 30 minutos no escuro confirmando assim a produ¢do de AIA (Figura 2A).

A leitura em espectrofotometro com onda de 530 nm estimou a quantidade de AIA
produzida pelas bactérias quando comparado a curva padrdo, ajustados de acordo com a
equacgdo: y =23,0188x + 0,422 (R? = 0,9565).

Ao comparar a producio de AIA com a promocio de crescimento pelos isolados, nota-
se que os isolados bacterianos B47 e B12 apresentaram resultados satisfatérios com
caracteristica de promog¢ao de crescimento.

O 1solado B47, que mais produziu o fitormonio (18.40 ngmL), implicou positivamente
no desenvolvimento das plantas, para a varidvel didmetro de colo, nimero de folhas,
comprimento e volume da raiz e matéria fresca e seca da parte aérea e raiz. Enquanto que o
isolado B12, embora tenha tido uma diferenca estatistica do isolado B47 na producdo de AIA

(7 uM), incrementou varios aspectos analisados, diferindo dos tratamentos controles.



Resultados promissores obtidos por meio da inoculacdo com bactérias produtoras de AIA
foram observados em mudas de tomate (22).

Os dois isolados analisados (B47 e B12) proporcionaram maior crescimento de raiz,
produziram entre 18.00 ¢ 18.40 ugmL de AIA. O efeito da inoculagdo com PGPR no
desenvolvimento de raizes € decorrente do aumento da superficie radicular, ou seja, as raizes
laterais e pelos radiculares aumentam, todavia ocorre um alongamento da raiz principal (23).

(24)Verificou que espécies de Bacillus contribuem para melhoria de diferentes
parametros de raiz (enraizamento, comprimento de raizes e teor de matéria seca), sendo que a
inoculacdo com isolados produtores de AIA, aumentou a absor¢do de N, P, K, Ca e Mg,
promovendo o crescimento de batata doce, e o enraizamento e matéria seca de mudas de
eucalipto, paramentos semelhantes observados nas nossas avaliagdes.

Além disso, o efeito positivo no desenvolvimento de plantas pelos isolado que
sintetizaram maiores quantidades de AIA pode ser decorrente de um equilibrio hormonal que
alguns microrganismos produtores de auxinas causam, uma vez que a resposta fisiologica de
hormoénios vegetais € alcancada em certas concentragdes (25); (26).

Porém, ndo existe uma faixa de concentracdo benéfica ou téxica comum a todas as
espécies vegetais. Desta forma, as concentragdes de AIA sintetizadas foram bastante varidveis
entre as estirpes avaliadas, o que pode beneficiar culturas com diferentes exigéncias.

Neste trabalho, foi verificado uma relacdo direta entre o crescimento de plantas e a
sintese de AIA. Sabendo-se que as PGPR possuem diversos mecanismos que promovem O
crescimento vegetal, os quais podem agir individualmente ou em sinergia (27), ou seja, alguns
mecanismos nao respondem de forma independente (28).

Assim, o sucesso desses isolados pode ser devido ao seu meio de veiculacdo
utilizados, juntos com as formulagdes em pd. Desse modo, para compreender melhor a agdo
desses microrganismos no crescimento do tomateiro € necessario abranger os estudos,
avaliando outros mecanismos que envolvem o crescimento de plantas por a¢do microbiana.
Os dois isolados bacterianos B47 e B12 sao promissores, apresentando desempenho positivo
para a maioria das varidveis avaliadas.

Os valores de AIA obtidos estdo de acordo com os encontrados em outros estudos, nos
quais, observaram-se também alta variabilidade na capacidade de produzir este fitormdnio por
espécies de Bacillus (29); (30).

De acordo com (31), varios fatores, como concentracdo de triptofano, pH e fontes de
nutrientes, podem interferir tanto na capacidade de sintese, como na quantidade de AIA

produzido em meio de cultura. Assim, € importante a utilizacdo de meios de cultura com



Oes para se obter informacdes mais concretas sobre a capacidade de

diferentes composic
sintese do AIA.
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Figura 1. Efeito das formulagdes de Bacillus methylotrophicus sobre o desenvolvimento das
plantulas de tomateiro com base nas varidveis: didmetro de colo (A), Comprimento radicular e
dorsel (B), volume da raiz, (C), comprimento total (D) niumero de folhas (E), matéria fresca
raiz e dorsel (F) e matéria seca de raiz e dorsel (G). Letras iguais nio diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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ndo estarem quite com a anuidade devera ser recolhido uma taxa correspondente a cento e
cinquenta reais (R$ 150,00), para a tramitagao do manuscrito, o pagamento da Submissao do
trabalho poderd ser realizado através de deposito no Banco Santander, agéncia N°0039, C/C
13.003351-4 em nome da Associacdo Paulista de Fitopatologia CNPJ- 047.934.211/0001-65 e
enviar o comprovante para o e-mail summa@fca.unesp.br.

Os artigos para publicagdo poderdo ser submetidos & Comissdo Editorial da Summa
Phytopathologica (SP), de forma eletronica, através da plataforma de envios on-line do
SciELO, juntamente com 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 periddico, as normas propostas e inovacdo, também receberd um ndmero de
controle interno do SciELO, e que serd o numero do trabalho também usado para controle de
indexacdo no DOL.

Os autores serdo notificados através do sistema sobre a aceitacdo ou da necessidade de
readequacdo do texto, ou mesmo de alteracdes na modalidade de publicacdo, para nova
submissdo. Apds o aceite para tramitacdo, copias do trabalho apdcrifas, ou seja, com os
nomes dos autores e suas instituicdes ocultadas, serdo encaminhadas para até trés assessores
ad hoc (AH), especialistas da drea, previamente selecionados pela Comissdao Editorial (CE) e
Conselho Editorial (CQO). Estes AHs preencherdo uma ficha de avaliacdo, encaminhada junto
com o trabalho, aceitando ou negando a publicacdo e fazendo sugestdes para a melhoria do
texto quanto a forma, estrutura, atualizacdo metodoldgica e bibliografica, enviando tudo para
a CE e CO, com o prazo de até 30 dias. Apds o recebimento dos trés pareceres e o trabalho
ter sido aceito, por pelo menos dois assessores, uma das copias serd submetida a correcdo do
“abstract” e adequacdo as normas de citagdo bibliografica. Apds todas as corre¢des, o autor
receberd esse material e os pareceres dos assessores, também sem 0 nome dos mesmos, - para

conhecimento e tomada de providéncias na readequagdo do texto e novo encaminhamento.



Este devera ser feito no prazo de 10 dias, e devolvido a Comissdo Editorial (CE) e Comissao
Editorial (CO), que apds averiguacdo quanto as correcdes, propostas pelos assessores, €
andlise das justificativas dos autores, encaminhardo o trabalho para as revisdes bibliograficas
e de idioma, caso o trabalho seja em idiomas estrangeiros, editoracio € o mesmo serd
considerado aceito para publicacdo. Caso contrdrio o trabalho serd devolvido, mais uma vez,
aos autores para as devidas correcdes.

No caso de haver conflitos de interesse, os autores devem se manifestar por carta, através do
autor responsdvel pela correspondéncia, a qual serd analisada pela Comissdo Editorial (CE) e
se necessario submetida ao Conselho Editorial (CO).

PROVA TIPOGRAFICA

Ap0s a editoragdo e primeira impressao, uma copia do trabalho serd encaminhada aos autores,
para a prova tipogréfica, ou revisdo do texto, que assinalardo as correcdes em tinta vermelha e
devolverdo em no médximo cinco dias uteis a Comissdao Editorial (CE). No caso de ultrapassar
este prazo, o trabalho serd arquivado para ser publicado em niimeros posteriores do periddico.
(Tal encaminhamento deverd ser feito eletronicamente através do e-mail do autor para
correspondéncia, que serd informado de sua publicacio e estard a disposi¢do e auxilio para
ajustes de corre¢do do texto).

NORMAS DE REDACAO

Todos os trabalhos deverao ser digitados em Microsoft Word em folha tamanho A4 (210 x
297 mm), espago duplo, com margens de 3 cm, numerando-se as linhas e paginas. As letras
devem seguir padrdo “Times New Roman” tamanho 12, Ndo deverdo ter espagos extras entre
paragrafos, cabecalhos ou qualquer formatagcdo especial. O trabalho devera conter o nome
completo dos autores, sem abreviacdo, bem como referéncia de instituicao.

No abstract deverd constar o titulo em ingl€s ou quando o idioma for a ingl€s e espanhol o
titulo do trabalho traduzido em portugués nos resumos.

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 insercao no texto devera conter a chamada: Inserir Figura 1;
inserir Tabela 1, etc.

O titulo de identificacdo da tabela constard 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 notagdes (numeros, letras e



simbolos) constantes nas tabelas e figuras, deverdo ter tamanho ndo inferior a 10. As figuras,
na forma de gréficos, deverao ter fundo branco e com bordas.

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

As citacdes bibliograficas no corpo do texto deverdo ser:

a) expressas na forma numérica. Uma vez os autores fazendo parte de contexto da frase
devem ser grafados com somente as iniciais em maitsculas, seguindo-se o nimero da citagdo
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).

¢) comunicacdo pessoal deve constar como nota de rodapé, contendo dados sobre o
informante e a data (més e ano) da informacao.

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

e) na numerac¢do da cita¢io nao utilizar zero antes da unidade.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

As referéncias bibliograficas no fim do texto deverdo ser apresentadas em ordem alfabética e
numeradas, mantendo-se os negritos e itdlicos, quando necessarios nos seguintes formatos:
ARTIGO DE PERIODICO

FORMATO: Autor(es). Titulo do artigo. Titulo do periddico, cidade, volume, niimero,
paginagdo inicial-final, ano.

Exemplos:

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

2. Leite, RM.V.B.C.; Amorim, L. Elaboracdo e validacdo de escala diagramatica para
mancha de Alternaria em girassol. Summa Phytopathologica, Botucatu, v.28, n.1, p.14-19,
2002.

3. Micheref, S.J.; Mariano, R.L.R.; Padovan, I.; Menezes, M. Observagdes ultraestruturais das
interagdes entre Colletotrichum graminicola e agentes biocontroladores no filoplano de sorgo.
Summa Phytopathologica, Jaguariina, v.19, n.2, p.99-101, 1993.

ARTIGO DE PERIODICO EM MEIO ELETRONICO

FORMATO: Autor(es). Titulo do artigo. Titulo do periddico, cidade, volume, niimero,
paginacdo inicial-final, data. Disponivel em: <http: endereco eletronico>. Acesso em: dia més

(abreviado). ano.



Exemplos:

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

2. Sdo Paulo. (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacdes ambientais em
matéria de meio ambiente. In: Entendendo o meio ambiente. Sio 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. Edi¢cdo. Local de publica¢do: 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: recomendagdes 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

FORMATO: Autor(es) do capitulo. Titulo do capitulo ou parte referenciada. In: Autor ou
Editor. Titulo da publicacdo no todo. Edicdo. Local de publicacdo: Editora, ano de
publicacdo. volume, n° do capitulo e/ou pagina inicial-final da parte referenciada.

Exemplo:

1. Reis, E.M.; Casa, R.T. Cereais de inverno. In: Vale, F.X.R.; Zambolim, L. Controle de
doencas de plantas: grandes culturas. Vigosa: Universidade Federal de Vigosa, 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.
Exemplo:

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 pédginas. (nota de série). Disponivel em:<endereco
eletronico>. Acesso em: dia. més abreviado. Ano.

Exemplo:



2. Sao Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacoes ambientais
em matéria de meio ambiente. Sio Paulo, 1999. v. 1: Entendendo o meio ambiente.

Disponivel em: <http://www.bdt.fat.org.br/sma/entendendo/indic1>. Acesso em: 26 abr. 2006.



DISSERTACAO E TESE

FORMATO: Autor. Titulo. Data. Nimero de folhas ou volumes. Categoria da Tese (Grau e
Area de Concentra¢do) — Nome da Faculdade, Universidade, cidade.

Exemplo:

1. Izioka, E.E.K. Caracterizacio morfologica, 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, nimero., ano,
cidade de realizag¢do. Titulo. Cidade de publicacdo: Editora, ano. pagina inicial-final do
trabalho.

Exemplo:

1. Melo, LS. de. Controle bioldgico de doencgas de raiz. In: Reunido sobre controle biolégico
de doencas de plantas, 1., 1986, Piracicaba. Anais. Campinas: Fundacdo 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 publicacdo: Editora, ano. nimero de CDs.

Exemplo:

1. Jerba, V.F.; Rodella, R.A.; Furtado, E.L. Anélise 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

FORMATO: Autor(es). Titulo do artigo. Titulo do periédico, cidade, volume, nimero,
paginagao inicial-final, ano. (Resumo). Exemplo:

1. Kitajima, E.W.; Coletta Filho, H.D.; Machado, M.A.; Novas, Q.S. Escaldadura das folhas
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,
nimero do fasciculo, pagina inicial-final do artigo, ano. In: Titulo do Abstract, cidade,

volume, nimero, ano. (Abstract nimero 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 nome genérico e
especifico por extenso. Acrescentar a autoridade, ou descritor, na primeira vez que for feita a
citagdo no corpo do trabalho. Nas vezes subseqiientes 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 maidscula para espécies reconhecidas pelo ICTV, seguido das
siglas. Nas vezes subseqiientes usar apenas a sigla correspondente. Exemplo: Cucumber
mosaic virus, CMV.

ABREVIACOES

Peso molecular expresso em Daltons (Da) ou Kilo Dalton (KDa). Sistema métrico: usar L
(litro), mL (mililitro), [JL (microlitro), ndo usar ppm (parte por milhdo) e sim[][1g/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 mintsculas.

CASOS OMISSOS

Orientacdes ndo previstas nestas normas serdo dadas pela Comissdo Editorial (CE), apds

ouvido o Conselho Editorial (COE) e assessores “ad-hoc”’(AHs).
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