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MANEJO ECOLOGICO DE FITOPATOGENOS EM SEMENTES DE PIMENTAO
Autora: Geusa Fonseca Dourado

Orientadora: Profa. Dra. Antonia Alice Costa Rodrigues

RESUMO - A presenca de fungos fitopatogénicos em sementes € prejudicial em todas as
fases de produgdo da cultura do pimentdo, por comprometer tanto a qualidade sanitdria,
quanto a fisioldgica. A pesquisa objetivou avaliar a qualidade sanitdria e fisioldgica de
sementes de pimentdo, a reducdo de fitopatdgenos e o controle da antracnose com o uso de
termoterapia, extratos vegetais e de produtos quimicos e biolégicos. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado para todos os experimentos e na andlise estatistica
as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Nos ensaios in vitro, a
qualidade fisioldgica e sanitéria, foi realizada conforme as Regras para Anélise de Sementes.
Nos ensaios com produtos quimicos (Thiofanato Metilico, Tebuconazole, Carbendazin e
Azoxistrobina+Thiram) e bioldgicos (Quality® - Trichoderma asperellum e Rizos® -
Bacillus subtillis), as sementes foram tratadas de acordo com as recomendacdes do
fabricante em sete tratamentos e cinco repeticdes. Na termoterapia, as sementes ficaram
imersas em banho-maria com seis combinagdes diferentes de tempo e temperatura em sete
tratamentos e cinco repeticdes. Nos extratos aquosos vegetais: nim (Azadirachta indica A.
Juss), eucalipto (Eucalyptus citriodora L.), canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) e
manjericao (Ocimum basilicum L.), as sementes foram imersas por dez minutos em cinco
tratamentos e cinco repeticdes. No controle biologico, as sementes foram imersas em solucao
dos isolados de Bacillus, B41 (Bacillus cereus), B47 (B. methylotrophicus), B22 (B.
polymyxa), B7’ (Bacillus sp.) e B22’ (B. pentothenticus) em seis tratamentos e cinco
repeticoes. Logo apds os tratamentos, as sementes foram plaqueadas, incubadas e avaliadas
apos sete dias. O experimento “in vivo”, foi conduzido em casa de vegetacdo com o0s
tratamentos com maior reducdo nos fitopatégenos das sementes: termoterapia (45°/25 min.),
extrato aquoso de manjericao, 5%; Bacillus methilotrophicus; Quality®; Tiofanato Metilico.
Ap6s 30 dias do plantio das sementes tratadas, as plantulas de pimentdo foram inoculadas
com o patdégeno C. gloeosporiodes. Para avaliagdo da severidade da antracnose adotou-se
escala de notas especifica para o patossistema. Observou-se a germinacio das sementes se
manteve dentro dos padrdes comerciais. Na redugdo dos fitopatdgenos nas sementes, sem
interferir na germinagdo, o extrato aquoso de manjericado apresentou menor incidéncia de
fungos, com 0,19 patégenos/tratamento. Na termoterapia foi o tratamento com 45°C/ 25°.

No uso dos produtos quimico, o Tiofanato Metilico e, no bioldgico, o Quality®
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(Trichoderma asperellum). No controle biolégico, o isolado B47 (B. methylotrophicus). No
manejo da antracnose os resultados foram significativos no controle da doenga, em que, o
extrato aquoso de manjericdo a 5 %, o isolado B47 e o produto Quality® promoveram

melhor resposta na redugdo da severidade da antracnose no pimentao.

Palavras-chave: Capsicum annuum L., Sanidade de Sementes e Métodos Alternativos de

Controle.
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ECOLOGICAL MANAGEMENT OF PHYTOPATHOGENS IN CHICKEN SEEDS
Author: Geusa Fonseca Dourado

Advisor: Profa. Dra. Antonia Alice Costa Rodrigues

ABSTRACT - The association of phytopathogenic fungi in seeds is harmful in all phases of
crop production, as it compromises both sanitary and physiological quality. Chili (Capsicum
annuum L.) is susceptible to various diseases caused by fungi such as anthracnose, a highly
destructive disease caused by Colletotrichum gloeosporioides (Penz). The objective of this
research was to evaluate the sanitary and physiological quality of pepper seeds, the reduction
of phytopathogens and the control of anthracnose with the use of thermotherapy, plant
extracts and chemical and biological products. The experimental design was completely
randomized for all experiments and in the statistical analysis the means were compared by
the Tukey test (p <0.05). In the in vitro tests, the physiological and sanitary quality was
performed according to the Rules for Seed Analysis. In the trials with chemical products
(Thiophanate Methyl, Tebuconazole, Carbendazin and Azoxystrobin + Thiram) and
biological (Quality® - Trichoderma asperellum and Rizos® - Bacillus subtillis), the seeds
were treated according to the manufacturer's recommendations in seven treatments and five
replicates. In the thermotherapy, the seeds were immersed in a water bath with six different
combinations of time and temperature in seven treatments and five replications. In the
aqueous extracts of plants: neem (Azadirachta indica A. Juss), eucalyptus (Eucalyptus
citriodora L.), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum Blume) and basil (Ocimum basilicum
L.), the seeds were immersed for ten minutes in five treatments and five replications.
(Bacillus cereus), B47 (B. methylotrophicus), B22 (B. polymyxa), B7 '(Bacillus sp.) And
B22' (B. pentothenticus) isolates in six treatments and five replicates. Soon after the
treatments, the seeds were plated, incubated and evaluated after seven days. The in vivo
experiment was conducted in a greenhouse with treatments with the highest reduction in
seed phytopathogens: thermotherapy (45 ° /25 min.), Aqueous extract of basil, 5%; Bacillus
methilotrophicus; Quality®; Methyl thiophanate. After 30 days of planting the treated seeds,
the pepper seedlings were inoculated with the pathogen C. gloeosporiodes. To evaluate the
severity of the anthracnose, a specific notes scale was adopted for the pathosystem. Seed
germination was observed to be within commercial standards. In the reduction of
phytopathogens in the seeds, without interfering in the germination, the aqueous basil extract
had a lower incidence of fungi, with 0.19 pathogens / treatment. In the thermotherapy was

the treatment with 45 © C /25 ". In the use of the chemicals, the Methyl Thiophanate and, in
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the biological, the Quality® (Trichoderma asperellum). In biological control, isolate B47
(B. methylotrophicus). In the management of the anthracnose, the results were significant in
the control of the disease, in which the aqueous extract of 5% basil, the B47 isolate and the
Quality product promoted a better response in reducing the severity of the anthracnose in the

sweet pepper.

Key words: Capsicum annuum L., Seed Health and Alternative Control Methods.
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CAPITULO1

REFERENCIAL TEORICO



1 INTRODUCAO

As hortaligas sdo ricas em vitaminas e minerais e estdo presentes na alimentagao
didria da populacdo. No Brasil, os avancos no cultivo de hortalicas, na ultima década,
permitiram um aumento na producao de 33%, reducdo de 5% na drea plantada, além de um
incremento de 38% na produtividade (SILVA et al., 2015). A producdo de hortalicas, neste
pais, insere-se como uma das atividades agricolas de grande importancia, sendo os estados
do sudeste brasileiro os que concentram o maior contingente populacional, os maiores
produtores e consumidores de olericolas do Pais. Em 2015, o estado de Sao Paulo apresentou
a maior producdo com cerca de 17,9 milhdes de toneladas, 20% da produ¢do nacional,
seguido de Minas Gerais (13,9%) e Rio de Janeiro (13,2%) (ANUARIO BRASILEIRO DE
HORTALICAS, 2017).

Apesar da importancia das hortalicas no Brasil, essas sdo suscetiveis a vdrios
fitopatdgenos, principalmente, aqueles transmitidos por sementes. A sanidade das sementes
€ o fator de maior relevancia no processo de producdo de mudas sadias, ja que as sementes
estdo sujeitas ao ataque de fitopatdégenos que provocam sua deterioracdo, além de causar
ferimentos e anomalias nas plantulas (PIVETA et al., 2010).

Diversas doencas de importincias econdmica podem ser transmitidas por sementes,
como doengas flngicas, bacterianas e viroses que sdo dificeis de controlar. Dentre as doencas
€ possivel destacar algumas conhecidas como a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides)
e a mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) no pimentao, a mancha de
alternaria (Alternaria solani) no tomate, a podridao negra (Xanthomonas campestres) na
couve e no repolho, o mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), além de outras doencas
relevantes (FRANCA et al., 2015; PEREIRA et al., 2015; ALMEIDA et al., 2017).

Devido a isso, o controle das doencgas, cujos agentes sdo veiculados por sementes é
de extrema importancia, pela necessidade de reduzir e evitar sua transmissdo a longas
distancias, para tanto, € possivel obter tais resultados através do tratamento sanitdrio de
sementes, com capacidade de reducdo dos agentes causais (BRAGA et al., 2010).

O tratamento de sementes com o emprego de produtos quimicos ainda é o método
mais utilizado na agricultura. Porém, verifica-se que o uso desses produtos pode provocar
diversos problemas, principalmente seus possiveis efeitos negativos sobre os seres humanos
e 0 meio ambiente, além da capacidade dos microrganismos em desenvolver resisténcia a

determinados compostos e a contaminacdo de hortalicas (BRAGA et al., 2010).
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No dltimo relatério da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, de 2013 a 2015,
cerca de 88,06% das amostras de frutos de pimentdo analisadas, apresentaram elevado
percentual de agrotoxicos ndo autorizados, aproximadamente 71%, o que mantém o
pimentdo, desde 2011, em primeiro lugar no ranking de alimentos com maior nivel de
contaminagdo por agrotoxicos (ANVISA, 2016). Resultado que demonstra o risco direto que
o agricultor se submete e que compromete a qualidade do meio ambiente (recursos hidricos,
fauna e flora) ao manipular esses produtos quimicos sem seguir, com o devido cuidado, as
recomendacdes de uso autorizadas pelos Orgdos competentes, além de produzir e
comercializar frutos contaminados, prejudiciais a saide humana.

Uma forma de minimizar o uso excessivo de produtos quimicos em campos de
producdo € por meio da ado¢do de métodos de tratamento sanitdrio de sementes, que possam
reduzir e erradicar os fitopatdgenos, a elas associados, e produzir mudas sadias e vigorosas.
Assim, conhecer a qualidade sanitdrias das sementes torna-se pressuposto para identificar os
fitopatogenos presentes, bem como, para definir o melhor método de tratamento a ser
empregado, nas sementes, que garanta um maior controle fitossanitdrio.

Portanto, na busca pelo desenvolvimento sustentdvel sem agredir o meio ambiente,
pelo efeito residual dos agrotoxicos e na garantia da qualidade alimentar, o manejo sanitdrio
de sementes de hortalicas, como tratamento com extratos vegetais, uso de termoterapia e o
controle bioldgico, caracterizam-se como métodos alternativos potenciais no manejo
ecologico dos principais patdgenos em sementes de hortaligas.

Nesse sentido, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade sanitéria e
fisiolégica de sementes de pimentdo, a reducao de fitopatdgenos nas sementes e o controle
da antracnose com o uso de termoterapia, extratos vegetais de nim (Azadirachta indica A.
Juss), eucalipto (Eucalyptus citriodora), canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) e

manjericao (Ocimum basilicum L.) e de produtos quimicos e biolégicos.

2 O HOSPEDEIRO: PIMENTAO
2.1 A Cultura do Pimentao

O pimentao (Capsicum annuum L.) tem como centro de origem as Américas do Sul
Central e a regido dos Andes, foi introduzido no Brasil em meados do século XVI, pelos
portugueses e espanhdis, além de ser considerado um dos primeiros condimentos utilizados

para dar cor, aroma e sabor aos alimentos (HEIDEN et al., 2007; ROSELINO et al., 2010).
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Esta hortalica pertencente a familia das Solandceas, perene, muito embora cultivada
anualmente (ARLINDO et al., 2007).

Em 2017, na producdo mundial de pimentas (Capsicum spp.) e pimentdes verdes, a
China produziu cerca de 35,6 milhdes de toneladas, (66,1 % da producio total), seguida pelo
Meéxico (4,8 %) e Turquia (4,3 %), enquanto que no seguimento de pimentas e pimentdes
secos, India com 2,1 milhdes de toneladas (42,4 %) Tailandia (7,1 %) e China (6,3 %),
apresentaram as maiores produgdes. O Brasil, teve destaque apenas no ranking mundial de
producdo de pimentas, ao ocupar a 3* posicdo, com aproximadamente 79.371 toneladas e
ficou atras somente do Vietna e Indonésia (FAO, 2019).

A 4rea cultivada anualmente, no Brasil, com o pimentao € em torno de 13 mil hectares
e producio de frutos, aproximadamente 350 mil toneladas (CENARIO HORTIFRUTI
BRASIL, 2018). No estado de Sdo Paulo, maior produtor de hortalicas do Pais, ocupa a 7
posicdo no ranking das mais produzidas no Estado, além de ser rico em vitamina C, quando
maduro, também ¢é fonte de antioxidantes naturais como a vitamina E e carotendides
(REIFSCHNEIDER, 2000).

Essa hortalica tem adquirido grande importancia socioecondmica no Brasil,
comercializada de diversas formas, com o cultivo realizado tradicionalmente em campo
aberto, além de ser uma das hortalicas mais consumidas e cultivadas no pais (MODENA et
al., 2013; MONTEIRO NETO et al., 2016).

O género Capsicum, do qual o pimentao faz parte, conta com aproximadamente 30
espécies identificadas. No processo de classificacio de suas espécies sdo adotados os niveis
de domesticagdo em que as espécies sdo agrupadas como: domesticadas, semidomesticadas
e silvestres. No entanto, somente cinco sao tratadas como domesticadas: C. annum € suas
formas botanicas, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum e C. pubescens (BUTTOW et al.,
2010; CARRIZO et al., 2013). A Embrapa Clima Temperado, Pelotas (RS), conserva o
material genético de espécies do género Capsicum sp., pimentas e pimentdes (C. annuum),
no Banco Ativo de Germoplasma (TRECHA et al., 2017), tais materiais genéticos sio
utilizados no desenvolvimento de novas pesquisas sobre as espécies.

As plantas do género Capsicum possuem uma grande variagcdo morfologica, como
altura, cor, forma de crescimento, posicionamento das flores, folhas e frutos que lhe
conferem uma diversidade de espécies, também sujeitas a variagdes conforme os fatores
bidticos e abidticos que compdem a regido do cultivo. Apresentam sistema radicular
pivotante, folhas com formato variando de ovalado e lanceolado a deltéide, com coloracdo

verde, mas sdo, também, observadas folhas variegadas e violetas (CARVALHO;
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BIANCHETTI, 2007). O pimentdo e varias pimentas apresentam flores solitdrias e corola
branca, as flores sdo hermafroditas, com o calice composto por cinco sépalas (podendo variar
entre seis e o0ito) e a corola por cinco pétalas (podendo variar entre seis e 0ito)
(PICKERSGILL, 1971; PICKERSGILL, 1997).

As plantas de pimentdo sdo autdgamas, ou seja, os gametas masculinos e femininos,
quando fecundados, sdao originados na mesma flor, facilitando a reprodu¢do. Entretanto, é
possivel que ocorra fecundagdo cruzada, com uma taxa que pode variar entre 0,5 a 70 %,
resultante de modificacdes na morfologia da flor, da atuacdo de insetos polinizadores, das
praticas de cultivo, entre outros fatores (CARVALHO; BIANCHETTI, 2007; COSTA et al.,
2008).

O pimentdo apresenta frutos em baga, sua estrutura interna € oca e com forma que se
assemelha a uma cdpsula. O formato apresenta variagcdes entre as espécies e também dentro
da espécie sendo produzidos desde os alongados e arredondados aos triangulares ou conicos,
além dos campanulados, quadrados ou retangulares (CARVALHO; BIANCHETTI, 2007).
Em relacdo a coloracdo € possivel encontrar frutos de pimentdes produzidos em cores
variadas como o vermelho, o amarelo, do laranja ao roxo e marrom que se distinguem pelos
pigmentos carotenoides (LAGUNA et al., 2011).

A pimenta e o pimentdo, além da forma e tamanho, tém como principal diferenca o
carater de pungéncia, a ardéncia, presente nas pimentas, em que a capsaicina € a substancia
responsavel por essa caracteristica, uma mutagcdo provocada nesse cardter originou plantas
ndo-pungentes. Assim, a utilizacdo das pimentas tem sido mais direcionada a producao de
condimentos, dado aos principios ativos que lhe conferem aroma e sabor (BUTTOW et al.,
2010). A pungéncia, embora seja um cardter dominante, é susceptivel as condi¢des
ambientais. Os avancos na ciéncia permitiram a descoberta da pimenta sem pungéncia, do
tipo doce, o que favoreceu o processo de selecdo realizado pelo melhoramento com o
objetivo de obter frutos de maiores tamanhos com a permanéncia da ndo-pungéncia, que deu
origem ao fruto denominado pimentdo (PICKERSGILL, 1971; PICKERSGILL, 1997).

As plantas de pimentdo e pimenta apresentam sensibilidade a temperaturas baixas e
ndo toleram geadas, t€ém o desempenho favorecido em pleno calor, por isso € recomendado
o cultivo no periodo em que as temperaturas sdo mais elevadas, garantindo assim uma
germinagdo uniforme e plantas com bom desempenho produtivo, o que reduz os custos na
producdo (CARVALHO, 2007). O pimentao apresenta sementes com didmetro variando de
3 a 5 mm, formato reniforme, cor amarelo-acinzentada e o embrido que assume a forma de

espiral fica protegido na regido interna da semente (PEREIRA, 2009).
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2.2 Principais patégenos associados as sementes de pimentao

As sementes sdo um dos principais meios de sobrevivéncia e dispersio de patégenos
(PEREIRA et al., 2015). Esses patdégenos também podem atingir vdrias partes da planta, em
multiplos estagios de desenvolvimento da cultura, causando pequenos ou severos danos
(VIANA et al., 2007).

Nas sementes os patégenos podem favorecer a transmissao de duas formas distintas:
por infec¢do, com o transporte dos patdgenos realizado na estrutura interna da semente; e
por infestacdo, quando o patdégeno, de maneira passiva, se adere apenas a estrutura externa
da semente sem, necessariamente, lesionar o tecido de reprodugdo (Sa et al., 2011). Cabe
ressaltar, que o transporte do patdgeno, dessas duas formas, ndo implica necessariamente na
sua transmissao. Entretanto, a transmissdo do patdgeno é favorecida o quao mais interno a
semente ele se alojar (PEREIRA et al., 2015).

O pimentdo pode ser afetado por diversas doencas e muitas dessas doencas sdo
transmitidas por meio das sementes de pimentdo (Almeida et al. 1996). Na literatura consta
adescri¢do de varios patdgenos que podem ser transmitidos via sementes de pimentdo dentre
fungos, bactérias e virus, com destaque para: Colletotrichum gloeosporioides (Penz)
(MACHADO, 2000; VIANA et al., 2007; PEREIRA et al., 2015; FRANCA et al., 2015);
Fusarium spp. (COSTA etal., 2014; VIEIRA et al., 2018); Alternaria spp. (PEREIRA et al.,
2015); Curvularia spp. (COSTA et al., 2014); Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(MACHADO, 2000; PEREIRA et al., 2015; SALLES, et al., 1991); Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria (VIANA et al., 2007); Pepper mild mottle virus (PPMoV)
(MACHADO, 2000; PEREIRA et al.,, 2015); Cucumber mosaic virus (CMV) (ALI,
ROOSSINCK, 2010); Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (PEREIRA et al.,
2015).

Outros agentes patogénicos também sao referenciados em associacdes as sementes
de pimentdo, os chamados fungos de armazenamento, como 0s pertencentes aos géneros
Aspergillus spp. (KIKUTI et al. 2005; COSTA et al., 2014; VIEIRA et al., 2018) e
Penicillium sp. (REVERBERI et al., 2010 e VIEIRA et al., 2018) além do Rhizopus spp.,
descritos como responsaveis por comprometer a qualidade fisiol6gica de sementes e graos,
bem como, pela capacidade de produzir micotoxinas toxicas aos seres vivos (POPINIGIS,

1977; GOLDFARSB et al., 2010; REVERBERI et al., 2010).
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Dentre as principais doencas flingicas que acometem o pimentdo destaca-se a
antracnose cujo agente causal é o fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz), (VIANA,

2007), dada a sua importancia econdmica ao potencial de danos causado a cultura.

Antracnose (Colletotrichum gloeosporioides)

A antracnose, cujo agente causal € o fungo pertencente ao género Colletotrichum, é
uma das doengas de maior relevancia para a familia das Solandceas, como as pimentas e
pimentdes, altamente destrutiva em regides tropicais e subtropicais, especialmente em
cultivos conduzidos em campo aberto durante periodos quentes e imidos (LOBO JUNIOR et
al., 2001; FRANCA et al., 2015).

A transmissdo do fungo pode ocorrer por meio da dgua, chuva, vento e também por
sementes contaminadas, além de manter-se presente em outras plantas susceptiveis das
Solandceas como tomate, jil6 e berinjela, antes de infectar o pimentdo. Outra forma de
sobrevivéncia do patégeno é a permanecia em restos culturais (AZEVEDO et al., 2006;
VIANA et al., 2007).

As lesOes nas hastes apresentam coloragdo escura em formato de estrias, nas folhas
apresenta coloracdo € parda, com manchas necréticas, secas e irregulares. Nos frutos, onde
acdo do fungo € mais severa, as lesdes sdo deprimidas, com formas tipicamente circulares e
tamanhos variados, de coloragdo rdsea, salmao ou alaranjada, caracteristica das frutificacoes
na forma de acérvulos escuros com uma massa mucilaginosa, solivel em dgua, de esporos
(conidios), o que justifica a alta capacidade de infestacdo da doenga nos periodo chuvoso e
em condicdes de alta umidade (VIANA et al., 2007; FANTINEL et al. 2018).

O fungo encontra condi¢des favordaveis em clima quente e umido, principalmente no
periodo chuvoso, com temperaturas variando de 20 a 24 °C, onde requer maior aten¢cao com
uso de medidas de controle eficientes, caso contrario o patégeno pode provocar até 100 %
de dano na cultura (KUROZAWA; PAVAN, 2005; AZEVEDO et al., 2006; PAVAN et al.,
2016).

A adog¢do do manejo integrado pode reduzir os danos provocados pela antracnose.
Logo, a prevencdo ainda é uma das melhores alternativas para evitar a manifestacdo da
doenca, principalmente, a comecar pelo o uso de sementes sadias, além de adotar praticas
culturais de grande relevancia durante todo o ciclo da cultura, como: eliminar restos de
culturas; evitar cultivo consecutivo de solanidceas (pimentas, tomate, berinjela, jil6) na

mesma area, pois sdo fontes de indculo; adocao de rotacio de cultura; manter o controle de
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plantas daninhas, pois também podem ser hospedeiras do patégeno; optar por sistema de
irrigacdo por gotejamento, pois aspersdo favorece a dispersdo do fungo, dentre outras

(AZEVEDO et al., 2006).
3 QUALIDADE SANITARIA DAS SEMENTES

A qualidade sanitdria das sementes € tema de maior relevancia na produ¢do de mudas
sadias, pois os agentes fitopatogénicos podem provocar lesdes nas plantulas e redugdo do
vigor, além de desencadear o processo de deterioracio de sementes (PEREIRA et al., 2016).

A associacgdo de fungos fitopatogénicos as sementes pode comprometer a qualidade
sanitdria em todos os processos de producdo, além disso, esses fungos também podem
reduzir a qualidade fisiologica das sementes, favorecer a transmissdo patdgeno-planta e
favorecer a dispersdo a longas distancias (SANTOS et al., 2016).

As sementes constituem-se em importantes e eficientes veiculos de disseminacao de
patégenos, os quais podem causar doencas nas mais diferentes culturas (FANAN et al.,
2009).

A disseminacdo de patégenos € provocada, principalmente, por meio das sementes
que favorecem a contaminacio de novas dreas de producio (AGUIAR et al., 2001; FLAVIO
et al., 2014). Seus efeitos consistem em danos, causados por fitopatégenos, que vao desde a
morte de plantulas pré e pés-emergéncia, até podriddes nas raizes e na regido apical, além
de comprometer a sanidade e qualidade fisiologica das sementes como a reduc¢do do vigor,
germinacdo e apodrecimento. A redugdo da qualidade fisioldgica das sementes e o inéculo
inicial das fitomoléstias podem depender da transmissdo dos patégenos associados as
sementes (GOLDFARB et al., 2010).

Alguns patégenos provocam perdas em campo, restringindo seus efeitos a reducao
de rendimento sem, no entanto, afetar a viabilidade das sementes, outros patdgenos, além de
provocarem reducdes de rendimento, concentram seus efeitos danosos sobre as sementes.
Como consequéncia direta, tem-se redugdes de percentagem de germinagdo e do vigor, com
reflexos altamente negativos sobre a aprovacdo de lotes de sementes, e ainda diminui a
disponibilidade deste insumo para a semeadura seguinte (GOMES, 2012).

A associacdo de fungos fitopatogénicos em sementes € prejudicial em todas as fases
de producgdo da cultura, por comprometer a qualidade sanitdria das sementes (SANTOS et
al., 2016), além de promover redug¢do no potencial de germinagdo de sementes e
comprometer resultados de trabalhos, sobre qualidade fisiolégica, realizados em condigdes

laboratoriais (CUNHA et al., 2017). Para eliminar ou reduzir o inéculo de fungos em
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sementes, resultados eficientes t€ém sido obtidos por meio dos tratamentos quimicos,
bioldgicos e fisicos (OLIVEIRA et al., 2011).

A presenca de microrganismos apds o ponto de maturacdo fisiolégica, ou no
armazenamento das sementes, € sempre uma séria ameaca a sanidade das sementes. Elevadas
porcentagens de sementes infeccionadas estdo associadas a um decréscimo no poder
germinativo e menor desenvolvimento de plantula nos seus primeiros estddios (YORINORI,
1982). Também sdo responsaveis pela transmissdo de doengas para a parte aérea e sistema
radicular da planta, decréscimo na qualidade fisioldgica e morte das plantulas resultantes
(MACHADO, 2000).

A associagdo de patdégenos em sementes pode desencadear uma série de
complicagdes até provocar danos intolerdveis, dado ao potencial das sementes em transmitir
diversos patogenos como fungos, bactérias, virus e nematdides. Logo, as sementes sdo um
dos principais veiculos de sobrevivéncia e dispersdo de patégenos (PEREIRA et al., 2015).
Dentre os fitopatégenos disseminados pelas sementes, o grupo dos fungos caracterizam-se
como os principais (MACHADO, 2000).

Na literatura constam vdrios estudos avaliando a qualidade sanitdria de sementes de
hortalicas, com a identificacdo dos géneros Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp.,
Cephalosporium sp., Alternaria sp., Bipolaris sp., sp., Cladosporium sp. e Trichoderma sp.
em sementes de couve brocolis (Brassica oleracea) (GADOTTI et al., 2006). Paiva et al.
(2016) 1dentificaram a associacao de Aspergillus spp. € Rhizopus spp. em sementes de alface
e repolho. Em sementes de diferentes variedades de pimentdo foram identificadas
associacOes fungicas dos géneros Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. e Rhizopus
sp. (VIEIRA et al., 2018).

Kikuti et al. (2005) trabalhando com sementes de pimentio observaram a incidéncia
de Cladosporium sp., (0,5 a 2,0 %) porém, quando submetidas a teste de envelhecimento
acelerado, com a assepsia ap6s incubagdo, houve aumento percentual dos fungos Aspergillus
spp., Rhizopus sp. Cladosporium sp., o que denota a permanéncia destes fungos na estrutura
interna das sementes. Pinto et al. (2014), em trabalhos com sementes de pimenta Cambuci
(Capsicum baccatum L. var. pendulum) ao avaliar diferentes tratamentos na desinfestacdo
de sementes, observaram que as associagdes dos géneros fungicos Cladosporium sp.,
Rhizopus sp. e Aspergillus sp. foram controladas por todos os tratamentos, no entanto, 0 uso
de nitrato de potdssio embora ndo tenha interferido na germinacdo, foram favoraveis ao

crescimento de fitopatdgenos.
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4 TRATAMENTO DE SEMENTES

O tratamento de sementes no sentido mais amplo envolve a aplicacdo de diversos
processos e substancias as sementes, objetivando preservar ou aperfeicoar o seu desempenho
com possiveis reflexos no desenvolvimento e na produtividade das plantas. O tratamento de
sementes visa, além de controlar os fitopatégenos associados as sementes, proteger dos
microrganismos presentes no solo, dos fungos de armazenamento e dos fitopatégenos que
atacam as folhas iniciais, retardando o inicio da infeccdo (MONDEGO et al., 2014;
VAZQUEZ et al., 2014).

Em campo, o tratamento de sementes pode garantir o aumento do rendimento, por
contribuir com a formagdo de estandes homogéneos, como obten¢cdo de plantas mais
vigorosas, além de retardar o surgimento de sintomas de fitomoléstias (MENTEN;
MORAES, 2010).

E de fundamental importincia que os tratamentos de sementes controlem, ou
diminuam a infec¢do por patégenos, mas ndo causem danos a qualidade fisiolégica das
sementes (FLAVIO et al., 2014). O tratamento de sementes associado as medidas de controle
integrado € uma técnica relevante dada a sua facil execugdo, ao baixo custo em relagdo aos
tratamentos de pré e pos-colheita, bem como, aos resultados eficazes que tém provido no
controle de fitopatdgenos (MACHADO, 2000).

Para o tratamento de sementes os métodos existentes estdo divididos em: quimicos,
fisicos e bioldgicos, além dos métodos pouco utilizados que também trazem beneficios as
sementes como o condicionamento osmdtico, a peletizacdo e a peliculizacao (PEREIRA et
al, 2015).

A utilizagdo de métodos alternativos de controle de fitopatégenos tem sido uma
forma de reduzir a dependéncia ao uso de produtos quimicos nos sistemas de cultivo, ao
passo, em que a agricultura enxerga a natureza como o sistema vivo que realmente €, pois
ela responde a toda e qualquer interferéncia em sua dinamica, estrutura e fungdes
(CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003).

O uso de métodos alternativos de controle como bioldgicos e fisicos, além do
quimico, tém apresentado resultados significativos na eliminacdo ou reducido do indculo
infectivo de fitopatdgenos em sementes (SANTOS et al., 2016; CUNHA et al.; 2017).

O fato de controlar doencas antes de iniciar os sistemas de produg¢do das culturas, ou

durante a semeadura, torna o tratamento de sementes uma das medidas de controle mais
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recomendadas na agricultura atual, dada a possibilidade de reduzir o uso de agrotéxicos, 0s

custos de producdo e, consequentemente, evitar problemas de poluicao ambiental.
4.1 Quimioterapia

O controle de fitopatégenos associados a sementes ainda € realizado, em maior
percentual, via tratamento quimico, dada a sua considerdvel eficiéncia, com rapida resposta
no controle das mais diversas doengas, embora os custos, em alguns casos, seja elevado, o
efeito residual ao ambiental é considerado bem menor em relacdo aos sistemas
convencionais com tratamentos de parte aérea da planta (FANTINEL et al., 2015; LEMES
et al., 2016).

A aplicagdo dos fungicidas nas sementes, normalmente, € realizada antes do plantio,
no entanto, também pode ser aplicada no final do beneficiamento (MENTEN; MORAES,
2010). A aplicagdo dos fungicidas nas sementes pode ser realizada de varias formas, como
o uso de pd seco, p6 molhdvel, pasta imida ou solucdo aquosa, no caso de algumas
hortalicas, o fungicida em forma de calda € aplicado rapidamente por imersiao das sementes
(PEREIRA et al., 2015).

De acordo com Juliatti (2010), houve avangos considerdveis no tratamento sementes
com o uso de fungicidas, considerando os dltimos 20 anos, em que grandes culturas como a
soja [Glycine max (L.) Merrill] e o milho (Zea mays L.) sairam do percentual de tratamento
de 5 % para 100 %. Além destas, outras culturas como os graos de arroz (Oryza sativa L.),
de trigo (Triticum restivem L.) e de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e as sementes de batata
(Solanum tuberosum L.), também tiveram avangos no tratamento de sementes com produtos
quimicos.

Schoeninger e Bischoff (2014) afirmam que o ingrediente ativo em fungicidas
aplicados no tratamento de sementes, se apresenta em pequenas concentracoes, € € muito
eficaz na protecdo das sementes e no solo até sua germinagdo, além disso, também ¢é
favoravel ao desenvolvimento do sistema radicular e da parte area das plantulas. Outro fator
importante considerado pelos autores € que tal prética pode reduzir os custos de producdo,
tendo em vista, que favorece, em alguns casos, a reducdo das aplicagdes de fungicidas no
pos-emergéncia.

Para alguns autores a utilizacdo de agrotéxicos como método de controle de
fitopatégenos em plantas é uma medida bastante utilizada, dada a facilidade de obtencgdo e
manuseio, a obtencao de resultados eficientes, além de ndo exigir ter entendimento técnico

sobre os agroecossistemas, sua dindmica e processos ecoldgicos basicos que o envolvem
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(TALAMINI; STADINIK, 2004). Entretanto, alguns entraves sdo considerados em relagdo
a seu uso continuo, principalmente sobre os possiveis impactos ao meio ambiente, bem
como, aos mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos fitopatégenos ao principio ativo
de alguns compostos (MENDES et al., 2001).

Portanto, a crescente preocupagdo da populacdo com a qualidade ambiental e com os
padrdes de producdo agricola, além da exigéncia por produtos sauddveis, tem levado a
procura por informacdes sobre préticas alternativas de producdo favordveis a conservagao

da qualidade do meio ambiente.
4.2 Extratos vegetais

Considerando o uso constante de agrotdxicos nos sistemas de produgdo, bem como
os problemas advindos dos residuos ao meio ambiente e a saide do ser humano, métodos
alternativos de controle de patégenos vém sendo adotados para minimizar estes impactos e
produzir de forma mais sustentdvel, como o uso de compostos de plantas medicinais, desde
0 Oleo aos extratos vegetais, que tém sido alternativas vidveis, de baixo custo e altamente
eficientes no controle de fitopatogenos associados as sementes de hortaligas, graos e espécies
florestais (MEDEIROS et al., 2012; BRITO; NASCIMENTO, 2015).

As plantas apresentam uma diversidade de substidncias em sua composi¢do, as
pesquisas tém apontando os efeitos potencias desses compostos, seja pela acdao fungicida
e/ou fungistatica, entretanto, pesquisas mais aprofundadas devem ser realizadas dentre os
métodos alternativos para serem recomendados ao uso direto pelo produtor, assim como,
para servirem de matéria-prima na sintese de novos fungicidas (CELOTO et al., 2008).

Os vegetais apresentam metabolismos caracterizados pela constante transformacgao
das moléculas organicas, dentro das células vivas, realizada por enzimas catalizadoras,
processo que supre a necessidade energética do organismo, renova suas moléculas e garante
a manutenc¢do do estado organizado (MARZZOCO; TORRES, 2007). As necessidades das
células sdo supridas pelas a¢des de uma especificidade de enzimas que atuam nas diferentes
vias metabdlicas, necessdrias ao melhor aproveitamento dos nutrientes (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Os metabolitos secundérios s@o produzidos pelas plantas por meio da interacdo com
o ambiente, dada a perturbacdes fisicas, quimicas ou bioldgicas, normalmente sao
estruturalmente complexos, de baixo peso molecular e, contrdrio aos metabolitos primarios,
ndo se expressam em todo grupo de plantas, e é comum se apresentarem em baixas

concentracdoes (BERG; LUBERT, 2008). Dentre os metabdlitos secundarios de relevancia
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ao homem, aos animais e as plantas, estdo os taninos, terpendides, alcaléides, flavondides,
Oleos essenciais, fendis e as saponinas (COWAN, 1999; RODRIGUES et al., 2016). Estes
compostos podem apresentar atividade antifingica e tém sido estudados para
desenvolvimento de produtos fitossanitarios.

Os estudos cientificos com plantas sdo importantes, devido a grande quantidade de
compostos produzidos com diferentes principios ativos que podem apresentar potencial de
uso nos sistemas de producdo agricola em detrimento aos quimicos, com ativacdo dos
mecanismos de defesa da planta ao produzir metabdlitos secundarios (MAZARO et al.,
2013). Dentre os metabdlitos secundarios, como exemplo, estdo as fitoalexinas, com agao
antimicrobiana, ativadas pela plantas em situacdes de perturbacdo fisica, quimica ou
bioldgica, provocam nos fungos granulagdo citoplasmaética, desestruturacdo celular, quebra
da membrana plasmaética, além de inibir a acdo enzimdtica dos fungos impedindo e/ou
reduzindo a germinagdo e esporulacdo e o crescimento micelial (MAZARO et al., 2013).

As pesquisas tém apontado o uso de extratos vegetais como método de controle
alternativo de doencas de plantas, com obtencdo de resultados eficientes no controle de
microrganismos fitopatogénicos de natureza fungica, principalmente os veiculados por
sementes. No controle de fitopatdgenos em sementes, Medeiros et al. (2012) atestaram que
os compostos de 6leo de erva doce (Pimpinella anisum L.) e os extratos de melao-de-sao-
caetano (Momordica charantia  L.) e alamanda  (Allamanda  cat
hartica L.) foram eficientes, na reducdo da microflora fuingica, em sementes de
flamboyantmirim (Caesalpinia pulcherrima Swartz.) e ainda promoveram aumento no
potencial de germinacdo. Coppo et al. (2017) ao estudarem o efeito de extratos vegetais de
curcuma (Curcuma longa L.) e alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em sementes de soja,
obtiveram reducdo na incidéncia dos fungos Fusarium spp., Colletotrichum dematium,
provocada pelos extratos vegetais sem afetar a germinagdo, sendo promissores no controle
alternativo de doengas em sementes de soja.

Em ensaios in vitro, Marcondes et al. (2014) verificaram reducdo do crescimento
micelial e da taxa de germinacdo dos conidios de Colletotrichum gloeosporioides, com
extratos de alho e cravo-da-india a 20 %, e de Fusarium moniliforme com extratos de alho
na concentracdo de 20 %. Brito e Nascimento (2015) atestaram o potencial fungitoxico dos
extratos de alho, citronela, gengibre e nim no controle de Curvularia eragrostidis in vitro,
onde todos os extratos nas concentracdes de 25 % a 45 % foram eficientes na inibi¢do do

crescimento micelial, germinacao e esporulacdo do patégeno.
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4.3 Termoterapia

O método fisico de tratamento de sementes, via termoterapia, € um dos mais
promissores, pois possui potencial de erradicar infeccdes profundas e ndo € um poluente
ambiental, entretanto, ndo promove protecao residual apds o tratamento, além do risco de
provocar lesdes na semente, por deteriorar mais rapidamente durante o armazenamento em
comparagdo as ndo tratadas (COUTINHO et al., 2007). Porém, o Ministério da Agricultura
ainda € deficiente no registro de produtos quimicos com eficidcia e seguranca para o
tratamento de sementes de hortalicas, dessa forma, a busca por meios alternativos aos
produtos quimicos faz do tratamento térmico uma op¢ao em potencial (BRAGA et al., 2010).

A termoterapia tem como pressuposto basico a relac@o existente entre as diferencas
de sensibilidade do patégeno e do hospedeiro quando submetidos a diferentes niveis de
intensidade de calor e tempo. Cabe ressaltar que a eficiéncia dessa relagdo estd associada aos
pontos térmicos letais obtidos para o patdgeno e o hospedeiro, ou seja, quanto maior for o
ponto térmico letal da semente, (sua capacidade de resistir as diferengas de temperatura e
tempo), em relacdo ao ponto letal térmico do patégeno, maior serd a eficiéncia do método
(COUTINHO et al., 2007; PEREIRA et al. 2015). Para tanto € preciso encontrar o ponto
ideal da relacdo temperatura e tempo que possa controlar os fitopatégenos associados as
sementes sem afetar a qualidade fisiologica (VIEIRA et al., 2011).

Braga et al (2010), em estudo com termoterapia e sua influéncia na qualidade
sanitéria e fisioldgica de sementes de tomate, verificaram que o tratamento com 4gua quente
a 55 °C / 30 min, foi eficiente no controle dos fungos em associagdo com as sementes,
Rhyzopus sp., Aspergillus sp. € Cladosporium sp., sem afetar o qualidade fisioldgica.

Na literatura, varios estudos verificaram a eficiéncia da termoterapia no controle de
fitopatogenos em sementes de diferentes culturas, como no tratamento de sementes de
tomate (SILVA, 2015), de abébora (CUNHA et al., 2017), de erva-doce (Foeniculum
vulgare Mill.) (GAMA et al., 2014), de cafeeiro (Coffea arabica L.) (VIEIRA et al., 2011),
de soja (SANTOS et al., 2016), do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (ESTEFANI et al.,
2007), de pinhdao-manso (Jatropha curcas L.) (SCHNEIDER et al., 2015) e mamoneira
(Ricinus communis L.) (MARRONI et al., 2009); e também no tratamento de sementes de
espécies arboreas como as de grumixameira (Eugenia brasiliensis Lam.) e pitangueira
(Eugenia uniflora L.) (FRANCOSO; BARBEDO, 2014) e de canafistula [Peltophorum
dubium (Spreng.) Taub.] (LAZAROTTO et al., 2013).
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Outras pesquisas, historicamente, ja vém relatando que tratamentos utilizando
diferentes tempos de exposi¢do e temperaturas semelhantes diminuem a incidéncia de
fungos, sem reduzir a germinacao e o vigor em sementes de tomate (MUNIZ, 1990; IKUTA,
1990; LEWIS IVEY; MILLER, 2005), cenoura (PRYOR et al., 1994), pimentdo (MORAES;
MENTEN, 1987); melao e abobora (SHAHDA et al., 1995); espinafre (Spinacia oleracea
L.) (TOITE; HERNANDEZ-PEREZ, 2005) e quiabo [Abelmoschus esculentus (L.)
Moench.] (MARTINS et al., 2011).

Francoso e Barbedo (2014), em estudos com tratamentos térmicos e osmaticos,
verificaram que os tratamentos térmicos (55 °C/120 min; 60 °C/120min) promoveram a
reducdo na incidéncia da maioria dos fungos presentes nas sementes de grumixameira e
pitangueira, exceto Penicillium sp. e Fusarium sp., porém com a associacdo ao osmotico
obteve-se resultados satisfatérios. Os autores ainda consideram que, para a realiza¢do do
controle, os tratamentos estdo sujeitos as diferentes sensibilidades da semente e do fungo ao
estresse hidrico e da relacdo tempo e temperatura, portanto, mais estudos precisam ser

realizados.
4.4 Controle Biologico

O controle bioldgico no tratamento de sementes é uma mistura ou agregacdo de um
agente bioldgico as sementes. Basicamente, esse meio de controle acontece pela relacao
antagdnica, de microrganismos incorporados as sementes, que provoca extin¢ao, reducdo ou
interferéncia nos mecanismos de a¢do dos fitopatdgenos associados as sementes e ainda dos
patogénicos de solo (PEREIRA et al., 2015).

A adog¢io do controle bioldgico no manejo de doengas tem sido crescente, seja pelo
uso de estratégias diretas com microrganismos antagonicos de fitopatdgenos presentes em
sementes, no solo, em estruturas de propagacdo vegetativa, além da parte aérea da planta e
indiretas como a incorporacao de matéria organica (SCHURT et al., 2017).

Os microrganismos, atualmente, utilizados como agentes de controle bioldgico tém
grande potencial de redugdo e/ou substituicao do uso de agrotoxicos no controle de doengas
radiculares (VIEIRA et al., 2016). Os microrganismos apresentam-se na biota em grande
diversidade, muitos com relacdes antagénicas a fitopatégenos, tornando-se cada vez mais
relevantes para o uso como agentes de biocontrole (LANNA FILHO et al., 2010; OLIVEIRA
et al., 2016).

Os mecanismos de acdo de microrganismos antagonicos ocorrem de formas variadas

tanto sobre os fitopatégenos, quanto sobre os vegetais, atuando nestes, pelo estimulo aos
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mecanismos de defesa da planta e /ou inducdo de resisténcia e, naquele por afetarem os
mecanismos de sobrevivéncia do patégeno (LANNA FILHO, 2010).

Para Garcia et al. (2015) os beneficios das relagcdes existentes entre microrganismo
ainda sdo pouco explorados em estudos voltados a producdo agricola, muito embora, se tenha
uma necessidade global de discutir e difundir mecanismos sustentdveis para o equilibrio
ecossistémico que possam fomentar o Manejo Integrado de Doencas e Pragas.

Estudos sobre as interacdes de bactérias antagonistas, patdgenos e hospedeiros vem
sendo realizados para uso como agentes de biocontrole em doencas de plantas (MACIEL et
al., 2017; BRAGA JUNIOR et al., 2017; DE SA et al., 2019). Dentre os agentes de
biocontrole com grande potencialidade estdo as rizobactérias (LUDWIG, et al., 2013), como
as do género Bacillus.

Em relacdo as rizobactérias, com potencial de biocontrole, as Pseudomonas do grupo
das fluorescentes (P. putida e P. fluorescens), assim como, os Bacillus spp., Streptomyces
spp. e correspondentes da familia Enterobacteriaceae, sao os géneros antagdnicos com
maior representatividade (CAMPOS SILVA et al., 2008). O género Bacillus spp. pertence
ao Dominio Bactérias, Classe Bacilli, Familia Bacillaceae, gram positiva (MADIGAN et al.,
2004) e, tem destaque dentre os outros géneros, pois além de formar enddsporo € um
antagonista com multiplos mecanismos de agdo, tais caracteristicas o permite viver em
nichos ecoldgicos diferenciados e combater com versatilidade os mecanismos de defesa dos
fitopatégenos (LANNA FILHO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2016).

Em estudos realizados por Braga Junior et al. (2017), pra testar o potencial antagdnico
de sete isolados de Bacillus subitilis verificaram pelo método dos metabdlitos termoestaveis
que 71,4 % dos isolados (UFTBs 01, UFTBs 04, UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07)
inibiram o crescimento micelial de Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris
spp. tendo como mecanismo principal de acdo a antibiose. Kupper et al. (2013) verificaram
que o isolado de Bacillus subtilis (ACB-84) inibiu em 72 % a germinacdo Penicillium
digitatum agente causal do bolor verde, nos citrus. Schurt et al. (2017) estudaram os efeitos
de tratamentos quimicos e biologicos em sementes de feijdo caupi para o controle da mela
(Rhizoctonia solani kuhn) e verificaram o potencial dos tratamentos com isolados de B.
subtilis no controle da mela do feijao caupi, ao promover redugdo na severidade da doenca
e diminuicdo da desfolha. Oliveira et al. (2016) verificaram a atividade fungitéxica dos
antagonistas Trichoderma sp. e B. subtilis no crescimento in vitro de Colletotrichum musaea
(Berk. & M. A. Curtis) Arx, (1957), agente causal da antracnose da banana com cerca de

84,0 e 74,0 % de reducgdes, respectivamente.
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RESUMO: Fungos fitopatogénicos em sementes podem comprometer sua
qualidade sanitaria e fisioldgica. Este estudo avaliou a qualidade sanitéria e fisioldgica de
sementes de pimentdo e o uso de métodos alternativos via termoterapia, extratos vegetais,
produtos quimicos e bioldgicos, no controle dos fitopatégenos nessas sementes. Os
experimentos in vitro consistiram da avaliacdo do efeito dos tratamentos aplicados nas
sementes sobre a germinagao e o controle do crescimento dos fitopatégenos identificados.
Ap6s a aplicagdo dos tratamentos, as sementes foram plaqueadas, incubadas e avaliadas
com sete dias. O experimento in vivo, foi conduzido em casa de vegetacdo em
delineamento inteiramente casualizado com os tratamentos que provocaram maior
reducgdo nos fitopatdégenos nas sementes. As sementes tratadas foram plantadas e, apds 30
dias, as plantas foram pulverizadas com suspensao de Colletotricum gloeosporiodes. Para
avaliacdo da severidade adotou-se escala de nota especifica para o patossistema. Os
tratamentos com melhor controle de fitopatégenos nas sementes foram extrato aquoso de
manjericao 5 %, termoterapia 45 °C 25 min., os produtos comerciais Tiofanato Metilico
e Quality® e o isolado de B. methylotrophicus, B47. No manejo da antracnose, os

resultados foram significativos para o extrato de manjericdo, o isolado B47 e o produto
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Quality® que promoveram reducdo da severidade da doenca em plantas de pimentdo
(p<0,008). Estes resultados sdo potenciais para o tratamento de sementes de pimentao e,

possivel suporte ao uso em programas de Manejo Integrado de Doencas.

Palavras-chave: Sanidade de sementes, antracnose, extratos vegetais, termoterapia e

agentes bioldgicos.

ABSTRACT: Phytopathogenic fungi in seeds may compromise their sanitary and
physiological quality. This study evaluated the health and physiological quality of bell
pepper seeds and the use of alternative methods through thermotherapy, plant extracts,
chemicals and biologicals in the control of phytopathogens in these seeds. experiments
consisted of evaluating the effect of seed treatments on germination and growth control
of identified phytopathogens. After the treatments were applied, the seeds were plated,
incubated and evaluated at seven days. The in vivo experiment was conducted in a
greenhouse in a completely randomized design with the treatments that caused the
greatest reduction in phytopathogens in the seeds. The treated seeds were planted and
after 30 days the plants were sprayed with suspension of Colletotricum gloeosporiodes.
For severity assessment, a pathosystem-specific grade scale was adopted. The treatments
with better control of phytopathogens in the seeds were aqueous basil extract 5%,
thermotherapy 45 ° C 25 min. In the management of anthracnose, the results were
significant for basil extract, B47 isolate and Quality® product that promoted reduction of
disease severity in sweet pepper plants (p <0.008). These results are potential for the
treatment of bell pepper seeds and possible support for their use in Integrated Disease

Management programs.
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INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annum L.) que pertence a familia das Solaniceas tem
grande importancia socioecondmica no Brasil, por ser uma das hortalicas mais
consumidas e cultivadas no pais (Monteiro Neto et al. 2016). Sua édrea de cultivo € de
aproximadamente 13 mil hectares e producdo de frutos, cerca de 350 mil toneladas
(Cenario Hortifruti Brasil 2018). Cujo um dos principais entraves na produgdo sio as
doengas.

Geralmente as hortalicas apresentam suscetibilidade a doencas, principalmente as
transmitidas por sementes, sendo estas um dos principais meios de sobrevivéncia e
dispersdo de patégenos (Pereira et al. 2015). O pimentdao também € uma hortalica muito
suscetivel as doencas veiculadas por sementes, com destaque para a Antracnose, doenca
altamente destrutiva que afeta vérias culturas, cujo agente causal é o fungo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz) (Aradjo et al. 2016). Outros fitopatdgenos sdao encontrados em
associacdo as sementes de pimentdo, como os géneros Aspergillus spp., Penicillium sp.,
e Rhizopus spp., descritos na literatura pelo potencial em deteriorar graos e sementes e de
produzir micotoxinas altamente toxicas as pessoas, animais e plantas (Reverberi et al.
2010).

A sanidade das sementes pode ser afetada pela acdo conjunta de fungos
fitopatogénicos, que podem danificar as sementes e comprometer o desenvolvimento das

culturas (Santos et al. 2016). Além disso, a acdo desses fitopatégenos pode reduzir sua
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qualidade fisiolégica com impactos negativos na germinacdo e ainda prejudicar os
resultados de trabalhos, realizados em condic¢des laboratoriais (Cunha et al. 2017).

Um aspecto relevante, da qualidade sanitaria, é a producao de mudas sadias, pois
as sementes sdo suscetiveis ao ataque de fitopatégenos que provocam sua deteriorag¢do e
causam ferimentos e anomalias nas plantulas (Piveta et al. 2010). Outro aspecto € o
controle das doencgas transmitidas por sementes, pela necessidade de reduzir e evitar sua
transmissdo a longas distancias, para tanto, é possivel obter tais resultados através do
tratamento sanitdrio de sementes, com capacidade de reduzir e controlar os agentes
causais das doencas sem provocar danos a seu potencial fisiolégico (Braga et al. 2010;
Flavio et al. 2014). Assim, o uso de métodos alternativos de controle como bioldgicos e
fisicos, além do quimico, tém apresentado resultados significativos na eliminag¢do ou
reduc¢do do indculo infectivo de fitopatogenos em sementes (Santos et al. 2016).

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a qualidade sanitaria e fisiologica de
sementes de pimentdo, e o uso de métodos alternativos, como termoterapia, extratos
vegetais, produtos quimicos e biolégicos, que promovam o controle de fitopatégenos

nessas sementes.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e em Casa de
Vegetacdo, do Nicleo de Biotecnologia Agrondmica da Universidade Estadual do
Maranhao — UEMA, Campi Sao Luis (MA), para os ensaios in vitro € in vivo,

respectivamente. Foram utilizadas sementes de pimentao da variedade comercial All Big.
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Qualidade fisiologica: Para a qualidade fisioldgica foi realizado o teste padrdo de
germinagdo, vigor e umidade, conforme as RAS (Brasil 2009). A avaliacio foi realizada
através da contagem de plantulas normais, plantulas anormais e infectadas, aos sete e aos
quatorze dias apds a sua instalacdo. Para obten¢do do vigor das sementes foi adotado o
teste da primeira contagem de germinacao, realizado simultaneamente ao teste padrdo de
germinagdo, avaliado pelo percentual de plantulas normais no sétimo dia apds a
semeadura. Ao final do teste padrao de germina¢do, com os dados didrios do nimero de
plantulas normais, foi calculado o indice de velocidade de germinacido de acordo com
Maguire (1962). O grau de umidade das sementes foi determinado pelo método da estufa

a 105 °C, por 24 horas, utilizando-se duas sub-amostras, segundo as RAS (Brasil 2009).

Termoterapia: No ensaio com tratamento térmico, as sementes de pimentdo foram
desinfestadas e acondicionadas em sacos de poliamida (fil6) e transferidas para o banho-
maria. As combinacdes de tempo e temperatura adotadas para as sementes de pimentao
tiveram como base a combina¢do ja determinada para a cultura (Zambolim et al. 1997).
Os tratamentos foram distribuidos da seguinte forma: 45° C/25 min., 45° C/30 min., 50°
C/ 25 min., 50° C/30 min., 55° C/25 min. e 55° C/30 min. Sementes sem tratamento foram
mantidas como testemunha. Depois dos tratamentos, as sementes foram plaqueadas em
placas de Petri contendo meio de cultura BSA (Batata-Sacarose-Agar) e mantida em
camara BOD, a temperatura de 25+2° C. Apds sete dias foi realizada a avaliacdo, que
consistiu da observagao de colonias flingicas surgidas ap6s o tratamento das sementes. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e cinco

repeticoes e a unidade experimental constituida por cada placa, com 20 sementes.
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Extratos vegetais: Na obten¢do dos extratos aquosos, as folhas de nim (Azadirachta
indica A. Juss), eucalipto (Eucalyptus citriodora L), canela (Cinnamomum zeylanicum
Blume) e manjericao (Ocimum basilicum L.), foram submetidas ao processo de secagem,
moagem e imersdo em agua destilada, por 24 horas, para extragdo dos compostos, em
seguida foram filtrados em gaze, centrifugados por dois minutos a 1.800 rpm e,
novamente, filtrados através de filtro adaptado em seringa, com membrana de celulose a
22 um. Foram preparados extratos aquosos na concentracdo de 5 % (50g de extrato L™ de
agua destilada), onde as sementes, apos desinfestacdo, foram imersas por um periodo de
10 minutos. Apds o tratamento, as sementes foram plaqueadas, em placas de Petri,
contendo BSA e incubadas a 2242 °C, sob regime de iluminacdo de 12 horas de luz / 12
horas de escuro. A avaliacdo da incidéncia dos patogenos ocorreu apds sete dias,
examinando-se individualmente as sementes em microscOpio estereoscOpico para
observacdo e identificacao dos fitopatdgenos. O delineamento adotado foi inteiramente

casualizado com cinco tratamentos e cinco repeti¢oes.

Produtos quimicos e bioldgicos: Inicialmente as 700 sementes passaram por
desinfestacdo, antes de serem submetidas aos tratamentos. No tratamento quimico,
submeteu-se as sementes de pimentdo ao método convencional, de tratamento quimico,
com os produtos Thiofanato  Metilico, Tebuconazole, Carbendazin e
Azoxistrobina+Thiram nas dosagens recomendadas pelos fabricantes. Os fungicidas e as
sementes foram colocados em sacos plasticos de 2,0 L, e agitados por alguns minutos até
cobertura total das sementes pelos fungicidas. No tratamento utilizando produtos
bioldgicos a base de Trichoderma asperellum (Quality®) e Bacillus subtillis (Rizos®),

as sementes foram tratadas com os produtos de acordo com as recomendacdes do



47

fabricante. Apds os tratamentos as sementes foram plaqueadas em meio BSA e mantidas
em camara BOD, a temperatura de 25+2°C. A avaliacdo constou da observacdo de
colonias flingicas com auxilio de microscopio estereoscopio, apds sete dias do
plaqueamento. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete
tratamentos e cinco repeticdes. A testemunha constou das sementes imersas em dgua

destilada.

Microbiolizacao com isolados de Bacillus spp.: Para o controle bioldgico utilizou-se os
isolados: Bacillus spp. B41 (Bacillus cereus), B47 (B. methylotrophicus), B22 (B.
polymyxa), B7’ (Bacillus sp.) e B22’ (B. pentothenticus). Os tratamentos foram realizados
de acordo com a metodotologia de Ludwig et al (2007), que consistiu na microbioliza¢do
das sementes com os isolados de Bacillus, previamente cultivados em meio BDA por 48
horas. Estas foram imersas em suspensio preparada com solucdo salina (NaCl 0,85 %) e
colocadas sob agitacdo por 30 minutos. Apds os tratamentos as sementes foram
plaqueadas em placas de Petri, com meio BSA, e mantidas em camara BOD, a
temperatura de 25+2°C. Foi avaliada a incidéncia de coldnias flingicas nas sementes, com
auxilio de microscopio estereoscopico, ap0s sete dias do plaqueamento. O delineamento
foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco repeticdoes. A testemunha

constou das sementes imersas em dgua destilada.

Manejo da antracnose: em casa de vegetacdo foram avaliados os tratamentos:
termoterapia (45°/25 min.), extrato aquoso de manjericdo a 5 %, microbiolizacdo com
isolados de Bacillus methylotrophicus - B47, produto biolégico Quality®) (0,167 g. mL"

1; Tiofanato Metilico (0,7 g p.a/L). As sementes de pimentio, da variedade comercial All
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Big, foram submetidas aos tratamentos antes do plantio e depois semeadas em vasos
plasticos, contendo solo previamente autoclavado, mantendo-se, apds o desbaste, duas
plantas/vaso. Plantas com 30 dias de idade foram inoculadas através da pulverizacio da
suspensao de conidios de Colletotrichum gloeosporioides, com uma concentracao de 10
® conidios mL-!, permanecendo em cAmara timida por 48 h. As avaliacdes da severidade
foram realizadas em todas as folhas da planta aos 3, 8, 13, 18 e 23 dias apds a inoculagao
por meio da escala de notas descrita por Pereira et al. (2011), adaptada por Aratjo et al.
(2016): nota 1: plantas sem sintomas; nota 2: 1-10 % de plantas com sintomas; nota 3:
11-25 % de plantas com sintomas; nota 4: 26-50 % das plantas com sintomas; nota 5: 51-
75 % das plantas com sintomas; nota 6: mais de 75 % das plantas com sintomas e / ou
morte de plantas. Os dados da severidade foram transformados em indice de doenca
(McKinney, 1923) e usados para calcular a area abaixo da curva de progressao da doenca
(AACPD), com a formula: AACPD =X [(Yi + Yi+1)/2].(Ti+1 - T;), onde Y;i + Yi+1 sdo os
valores de severidade observados entre as avaliagdes consecutivas e Ti+1 - Tj, o intervalo
de tempo entre as avaliacdes (Shaner e Finney 1977). O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco repeticdes, sendo a parcela

constituida por duas plantas por vaso.

Analise estatistica dos dados: Os dados foram submetidos a andlise de variincia e as
médias de cada tratamento comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Para as andlises
estatisticas foi utilizado o software InfoStat/IS (Di Rienzo 2018). Os dados em

percentagem foram transformados pela Vx.
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RESULTADOS

Qualidade fisiologica de sementes de pimentio
Os resultados obtidos na avaliacdo da qualidade fisiolégica das sementes de

pimentdo, variedade All Big, seguem descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes de pimentdo, através do teste de germinacao,

umidade e vigor. S@o Luis (MA), 2017.

, %
Cultivar -~ inacdo  PC U PN A pm VO
All Big 97 69 8,07 96 40 315 40,1

Primeira Contagem (PC), Umidade (U%), Plantulas normais (PN %), plantulas anormais (PA %), plantulas
infectadas (PI %) e indice de velocidade de germina¢do (IVG).

Na avaliacao das plantulas normais, na primeira contagem, obteve-se vigor médio

com 69%, e aos 14 dias, vigor muito alto, 96% (Vieira et al. 2018).

Tratamento in vifro com extratos vegetais

O efeito dos tratamentos, com extratos vegetais, no controle dos fitopatégenos
associados as sementes segue descrito na Tabela 2. Na incidéncia dos fungos do género
Aspergillus sp. somente o extrato aquoso de manjericio apresentou diferenca significativa
(p<0,05) da testemunha. Para as espécies de A. niger, A. fumigatus e A. flavus, quase
todos os tratamentos diferiram estatisticamente da testemunha, exceto o extrato de canela
para A. fumigatus.

Em relacdo a incidéncia de Curvularia sp, a maioria dos tratamentos diferiram da
testemunha, com excecdo, apenas, do extrato de manjericio. Enquanto, para o fungo
Rhizopus stolonifer todos os extratos diferiram da testemunha, mas ndo entre si. Para o

género Fusarium sp. ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a
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testemunha. Porém para género Phoma sp. somente o extrato de canela diferiu

significativamente da testemunha, sem diferir dos demais tratamentos.

Observa-se que a maioria dos extratos aquosos conseguiram controlar acima de

50% todos os fungos incidentes nas sementes (Tabela 2). Ressalta-se que o extrato de

nim, ndo controlou a incidéncia de Fusarium sp. e que apesar da alta incidéncia do

fitopatégeno R. stolonifer, esse foi controlado em 100% por todos os extratos aquosos. O

tratamento com extrato de canela controlou de 72% em até 100% todos os fungos

identificados.

Tabela 2. Controle de fitopatégenos em sementes de pimentdo All Big através de tratamento in vitro com

extratos vegetais. Sdo Luis (MA), 2017. Onde: Test. = testemunha. NC = Néo Controlou. Valores seguidos

da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey(p<0,05). Dados transformados pela Vx.

Incidéncia

(médio n° Patégenos)

Aspergillus sp.

A. flavus

A. fumigatus

A. niger

Curvularia sp.

Fusarium sp.

Rhizopus Stolonifer

Phoma sp.

INC
Ctr (%)
INC
Ctr (%)
INC
Ctr (%)
INC
Ctr (%)
INC
Ctr (%)
INC
Ctr (%)
INC
Ctr (%)
INC
Ctr (%)

*Test.
2.10a

220 a

1.90 a

2.60 a

140 a

0.60 ab

230a

1.50 a

Eucalipto
1.60 ab
32
0.20b
96.5
0.20b
91.3
1.10b
67.6
0.20b
91.6
0.00 b
100
0.00 b
100
0.40 ab
87.5

Tratamentos

Nim
1.10 ab
60
0.20b
96.6
0.00b
100
0.40b
85.3
0.00b
100
1.00 a
NC
0.00b
100
0.80 ab
62.5

Canela
0.40 ab
72
0400
82.7
0.80 ab
73.9
0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100

Manjericao
0.30b
88
0.00b
100
0.20b
91.3
0.00b
100
0.70 ab
58.3
0.00b
100
0.00b
100
0.30 ab
91.2
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Tratamento in vifro com termoterapia

A termoterapia, em sementes de pimentdo, utilizada para reduzir agentes
fitopatogé€nicos mostrou resultados positivos. Em que, todos os tratamentos diferiram
estatisticamente da testemunha quanto a incidéncia dos patégenos identificados, com até

100% de controle, sobre a maioria deles, sem diferencas entre si (Tabela 3).

Tabela 3. Controle de fitopatégenos em sementes de pimentdo All Big, através da termoterapia. Sdo Luis
(MA), 2017. Onde: Test. = testemunha. Valores seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey (p<0,05). Dados transformados pela Vx.

Tratamentos
Incidéncia 45 °C 50 °C 55°C
1 o , Test.
(médio n® Patégenos) 25min  30min 25min  30min 25min 30 min
INC 1.90a 0.00b 0.00b 0.00b 0.50b 0.00b 0.00b
A. flavus
Ctr (%) 100 100 100 83.3 100 100
. INC 1.80a 0.00b 0.00b 0.40b 0.00b 0.00b 0.00b
A. fumigatus
Ctr (%) 100 100 88.9 100 100 100
A. niger INC 290a 0.00b 0.00b 0.60b 0.20b 0.00b 0.00b
Ctr (%) 100 100 86.6 98 100 100

INC 1.20a 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b
Ctr (%) 100 100 100 100 100 100

Fusarium sp.

Curvularia sp. INC 210a 000b  000b  000b  000b 000b  020b

Ctr (%) 100 100 100 100 100 92
Rhizopus INC 3.10a 0.00b 000b 000b 000b 000b  0.00b
Stolonifer Ctr (%) 100 100 100 100 100 100

Tratamento in vitro com produtos quimico e biolégico (comercial).

No ensaio in vitro com produtos quimicos e bioldgicos todos os tratamentos
diferiram significativamente (p<0,05) da testemunha, com controle de até 100% para a
maioria dos patégenos incidentes nas sementes, sem diferencas entre si, exceto o produto
biolégico a base de Bacillus subtillis (Rizos®), para o fungo A. niger, que diferiu da

testemunha e dos demais tratamentos, com controle acima de 70% (Tabela 4).
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Tabela 4. Controle de fitopatégenos em sementes de pimentio All Big, através do tratamento com produtos

quimicos e biolégicos, Sdo Luis (MA), 2017. Onde: Test. = testemunha. Valores seguidos da mesma letra,

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Dados transformados pela Vx.

Incidéncia
(médio n° Patégenos)

Aspergillus INC

Sp. Ctr (%)
INC
A. flavus
Ctr (%)
A, fumigat INC
. fumigatus Cr (%)
) INC
A. niger
Ctr (%)
Curvularia INC
Sp. Ctr (%)
Fusarium INC
Sp. Ctr (%)
Rhizopus INC

Stolonifer Ctr (%)

Test.

1.20a

1.90 a

1.70 a

220 a

1.60 a

0.90 a

3.60 a

Carbendazin

0.00 b
100
0.00 b
100
0.00 b
100
0.00 ¢
100
0.20b
94
0.00 b
100
0.00 b
100

Thiofanato
metilico

0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00 ¢
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100

Tratamentos

Azoxistrobin
+Thiran

0.00 b
100
0.00 b
100
0.00 b
100
0.00 ¢
100
0.00 b
100
0.00 b
100
0.70b
80

Tebuconazole Quality®

0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00 ¢
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100

0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00 ¢
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100

Rizos

0.00b
100
0.00b
100
0.50b
75
0.90b
73.1
0.20b
94
0.00b
100
0.00b
100

Os produtos utilizados se mostraram eficientes na redugcdo dos patégenos

presentes nas sementes de pimentao, sobressaindo-se os fungicidas Thiofanato Metilico

e Tebuconazole e o produto bioldgico a base de Trichoderma asperellum (Quality®) ao

controlarem em 100% todos os fitopatégenos identificados.

Tratamento in vitro com controle biolégico

No ensaio in vitro, com controle bioldgico, cujas sementes foram tratadas com

isolados de Bacillus spp., houve a predominancia dos géneros Aspergillus sp., Curvularia

sp., Fusarium sp. e Rhizopus sp. Os isolados de Bacillus spp., microbiolizados nas

sementes de pimentdo controlaram todos os patégenos identificados, com variagdo de

75% a 100% de controle (Tabela 5). Para a maioria dos fungos identificados, todos os
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isolados de Bacillus diferiram significativamente da testemunha, sem diferencas entre si,

com excecao do fungo Fusarium sp. que os tratamentos nao diferiram da testemunha e

nem entre si.

Tabela 5. Controle de fitopatégenos associados as sementes de pimentdo All Big, microbiolizadas com

isolados de Bacillus sp. Sdo Luis (MA), 2017. Onde: Test. = testemunha; B7” = Bacillus sp.; B22 = B.

polymyxa; B22* = B. pentothenticus; B41 = B. cereus e B47 = B. methylotrophicus. Valores seguidos da

mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Dados transformados pela Vx.

Incidéncia
(médio n° Patégenos)

Aspergillus sp. INC
Ctr (%)
A. flavus INC
Ctr (%)
A. fumigatus INC
Ctr (%)
A. niger INC
Ctr (%)
Curvularia sp. INC
Ctr (%)
Fusarium sp. INC
Ctr (%)
Rhizopus Stolonifer INC
Ctr (%)

Test.
1.30a

240a

220a

2.80a

2.10a

0.90 a

3.00a

B 47

0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100
0.00 a
100
0.00b
100

Tratamentos
B 22 B 22'
0.00b 0.00 b
100 100
0.30b 0.00 b
93.1 100
0.00b 0.40b
100 94.3
0.40b 0.60b
95.1 92.7
0.30b 0.00b
90.9 100
0.30a 0.20 a
75 88.9
0.00b 0.00b
100 100

B7
0.00b
100
0.70b
86.2
0.00b
100
0.60 b
92.7
0.00b
100
0.00 a
100
0.00b
100

B 41

0.00b
100
0.00b
100
0.00b
100
0.40b
95.1
0.20b
95
0.00 a
100
0.00b
100

Em relacdo ao efeito dos diferentes isolados de Bacillus no antagonismo

microbiano ndo houve diferenga significativa entre os isolados testados, porém foram

significativamente eficientes na reducao das colonias fungicas. E importante destacar que

a espécie de B. methylotrophicus é mencionada na literatura pelo grande potencial de

biocontrole, por apresentar maior efeito antagénico sobre fitopatégenos (Velasco et al.

2016; Paz et al. 2018).
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Manejo da antracnose em pimentao

Na Figura 1, segue a curva de progresso da antracnose do pimentdo, cultivar All
Big, com as diferencgas nos valores da severidade observados. As avaliacdes realizadas
aos 3, 8, 13 e 18 dias apds a inoculagdo do patégeno (DAI), ndo apresentaram diferencgas
significativas entre as médias dos tratamentos. Porém, aos 23 dias apds a inoculacdo,
obteve-se diferengas significativas entre os tratamentos. O tratamento testemunha T6
(imersdo apenas com dgua destilada) apresentou severidade média de 4,35%, os
tratamentos a base de extrato vegetal: T2 (extrato aquoso de manjericao a 5%); de agentes
bioldgicos: T3 (isolados de Bacillus methylotrophicus - B47) e T4 (produto comercial
Quality® a base de Trichoderma asperellum) apresentaram os mesmos resultados, esses
foram os menores valores de severidade, diferindo-se estatisticamente da testemunha

(p<0,008) e estdo na Figura 2.
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Figura 1. Severidade da antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides, na cultivar de pimentao
All Big, em funcdo dos tratamentos de sementes nos tempos de avaliacdes, Sdo Luis (MA), 2018. Onde:

CV (%) = 3,33; T1 = Termoterapia (45 °C 25 min.); T2 = Extrato de manjericdo a 5%; T3 = Bacillus
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methylotrophicus, B47; T4 = Quality® (Trichoderma asperellum); TS = Tiofanato Metilico; T6 =

Testemunha. Valores transformados pela \Vx. Valores transformados pela Vx.

Os tratamentos Termoterapia T1 (45 °C 25 min.) e Tiofanato Metilico T5
apresentaram valores mais elevados de severidade da antracnose nas plantas com 4,16%
e 4,35%, respectivamente. Estes valores foram equivalentes a testemunha e nao diferiram

dos demais tratamentos (Figura 2).
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Figura 2. Efeito dos tratamentos sobre a antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides na cultivar
de pimentdo All Big, aos 23 DAI., Sdo Luis (MA), 2018. Onde: CV (%): 3,77; T1 = Termoterapia (45 °C
25 min.); T2 = Extrato de Manjericdo (5%); T3 = Bacillus methylotrophicus, B47; T4 = Quality; TS =
Tiofanato Metilico; T6 = Testemunha. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de

Tukey (p<0,05). Valores transformados pela Vx.

A andlise de variancia dos dados da drea abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) mostrou nao haver diferencas significativas no efeito dos tratamentos sobre os
valores da AACPD. Os tratamentos que apresentam os menores percentuais de area foliar
afetada pela doenca foram T2 (manjericio a 5%); T3 (isolados de B47, B.

methylotrophicus) e T4 (produto comercial Quality a base de Trichoderma asperellum),
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em torno de 51,00, respectivamente. J4 os tratamentos T1 (45°C/25 min.) e T5, obtiveram

valores de 52,01 e 53,37 de AACDP, respectivamente.

DISCUSSAO

Qualidade fisiologica

A germinacdo das sementes da variedade de pimentdo All Big apresentou 97%.
Resultado semelhante foi encontrado por Vieira et al. (2018), que também observaram
germinacdo acima de 90%, para essa variedade. Para a avaliacdo das plantulas normais,
na primeira contagem e aos quatorze dias, nesta pesquisa, o vigor foi médio (69%) e muito
alto (96%), respectivamente. Corroborando com esses resultados Torres e Minami
(2000), em ensaio com quatro lotes da cultivar All Big, obtiveram na primeira contagem
vigor de 41% a 71% e aos quatorze dias, 74% a 89%, de plantulas normais. Divergindo
desses resultados, Vieira et al. (2018) obtiveram vigor classificado como muito baixo,
para essa variedade, que até aos quatorze dias alcancaram apenas 6,5% de plantulas
normais.

Os resultados desta pesquisa apontaram infestacdo de 32% nas sementes,
entretanto, ndo houve interferéncia na qualidade fisiolégica. Assim, ressalta-se que, a
presenca desses patdgenos nas sementes nem sempre implica em perda da qualidade
fisiolégica (Botelho et al. 2008), como a associagdo dos géneros Aspergillus spp. e
Rhizopus spp., em sementes de alface e repolho, que nao influenciou na germinacao
(Paiva et al. 2016) e ainda Aspergillus niger (Rapper & Fennel), Aspergillus sp. (Micheli.)
e Cladosporium cladosporioides (Fresen.) em feijao (Phaseolus vulgaris L.) que nao

interferiram na porcentagem de plantulas normais, dada as estratégias de defesa das
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plantulas durante a germinacdo (Ferreira et al. 2017). Mas, a presencga destes patégenos
pode ser garantia de sobrevivéncia e disseminacdo (Botelho er al. 2008).

A associacdo de patégenos em sementes pode desencadear uma série de
complicagdes até provocar danos intoleraveis, dado a seu potencial de transmitir diversos
patdégenos como fungos, bactérias, virus e nematoides. O que demonstra a relevancia das
sementes como meio de sobrevivéncia e dispersao de fitopatégenos (Pereira et al. 2015).

Os resultados encontrados para as sementes de pimentdo, da variedade All Big,
avaliadas nesta pesquisa, demonstraram que o uso dessas sementes pode garantir bom

desempenho de um estande, tendo em vista, o alto vigor obtido.

Tratamento in vitro com extratos vegetais

O fato do extrato de nim ndo ter controlado o fungo Fusarium pode ser devido a
presenca de subprodutos, na planta de nim, que estimularam o crescimento do fungo
(Govindachari et al. 1998). Em contrapartida, Brito e Nascimento (2015) verificaram a
eficacia do efeito fitotoxico dos extratos de nim e gengibre, em baixas concentracoes (a
partir de 25%), sobre Curvularia eragrostidis (P. Henn.) na inibi¢do do crescimento
micelial e da esporulagdo, inferindo como alternativa vidvel no controle desse
fitopatdgeno.

Estudos descritos na literatura confirmam os resultados encontrados neste
trabalho, quanto a capacidade antifingica dos extratos aquosos. Como exemplo o trabalho
de Camatti-Sartori et al. (2011), com extrato de manjericdo que, na concentragcao de 50%,
inibiu em mais de 40% os fitopatégenos do género Fusarium sp. O manjericao tem sido
mencionado na literatura por sua atividade antimicrobiana (Wuaden et al. 2018), que esta

associada principalmente aos compostos, Eugenol e o Linalol, presentes nos o6leos
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essenciais dessa planta, que atuam na inibi¢do de fungos e bactérias (Aquino et al. 2010;
Koroch et al. 2017). A pesquisa de Silva et al. (2005) que ao tratarem sementes de soja
[(Glycine max (L.) Merrill] com extrato aquoso de manjericao, lavea (Lavuela officinalis),
capim-limdo (Cytrus citratus) e eucalipto confirmaram a eficiéncia desses extratos
aquosos no controle de Penicillium sp. e Aspergillus sp.

Por outro lado, Flavio et al. (2014) constataram a eficiéncia do extrato aquoso de
canela e do 6leo essencial de manjericdo em diferentes concentragcdes, na redugdo da
incidéncia de fitopatégenos em sementes de sorgo, principalmente sobre o fungo
Curvularia, no entanto, foram fitotéxicos ao vigor das sementes.

No presente estudo, os extratos aquosos promoveram a reducdo de fitopatogenos
nas sementes, possivelmente pela presenca de compostos biologicamente ativos nesses
extratos, o que refor¢ca o potencial de utilizacdo desses extratos aquosos como agentes

antifiingicos naturais em tratamentos de sementes.

Tratamento in vitro com termoterapia

Os tratamentos térmicos reduziram significativamente a incidéncia de todos os
fitopatdgenos identificados, principalmente nas temperaturas de 45 °C a 55 °C, durante
os tempos de 25 minutos e 30 minutos. Em estudo semelhante, Costa et al. (2011), ao
tratarem sementes de tomate cereja com dgua aquecida, a 50 °C por 25 minutos e 30
minutos, constataram que, a exposicao por 30 minutos, foi mais eficientes na reducdo dos
fitopatdgenos Aspergillus sp. e Penicillium sp, e que a qualidade fisiol6gica das sementes
nao foi afetada.

O tratamento térmico em sementes de milho, a 50 °C por 10 min, também foi

eficiente no controle de Aspergillus sp. € Rhizopus stolonifer com maior expressao no
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controle aos 52 °C, e maior sensibilidade dos patdgenos destes gé€neros ao tratamento
(Rahman et al. 2008). Santos et al. (2016) verificaram, em sementes de soja tratadas a 40
°C, que o aumento do tempo de exposicdo via calor imido reduziu a incidéncia de fungos
fitopatogénicos e, com tempo acima de 50 min., obtiveram sanidade superior a 95%, no
entanto, o aumento da temperatura reduziu o potencial de germinag@o das sementes.

Nesta pesquisa o aumento da temperatura, até 55 °C e 30 minutos, manteve a
eficiéncia do tratamento na redugdo dos fitopatégenos. O calor imido a 55 °C por 30 min,
também erradicou os fungos Rhizopus sp., Aspergillus sp. e Cladosporium sp., associados
a sementes de tomate, sendo letal as sementes a partir 60 °C por 30 min. ou 60 min. (Braga
et al. 2010).

Em tratamentos de sementes com dgua quente, independentemente da espécie, a
temperatura deve ser restrita a uma faixa de 45 °C a 60 °C por um periodo maximo de 60
minutos. No entanto, a sensibilidade das sementes pode variar de espécie para espécie, de
cultivar para cultivar e, muitas vezes, de lote para lote (Grondeau e Samson 1994; Braga
et al. 2010), o que indica a necessidade de realizacdo de teste de germinacgdo, antes da
aplicacdo dos tratamentos nas sementes para o plantio. Portanto, em muitos casos obtém-
se resultados divergentes nas pesquisas, por se trabalhar com organismos vivos, sujeitos
a acdo de fatores intrinsecos e extrinsecos para expressar o efeito causado. Assim, a
termoterapia enquanto método fisico, embora apresente baixa tenacidade, age
pontualmente sobre as sementes, o que resultou no controle eficiente dos fitopatégenos

presentes nas sementes de pimentao.
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Tratamento in vitro com produtos quimico e biolégico (comercial)

Os fungos identificados, pertencentes aos géneros Aspergilus sp. Curvuldria sp.
Fusarium e Rhizopus sp., tiveram 100% de controle pelos fungicidas Tiofanato Metilico
e Tebuconazole. Resultados semelhantes foram descritos por Fischer et al. (2012) que
descreveram os efeitos da avaliacdo de dez fungicidas na reducao do crescimento micelial
dos agentes causais da antracnose (Colletotrichum gloeosporioides e C. acutatum) e da
pinta preta (Guignardia psidii) da goiaba, onde os fungicidas Carbendazim e Tiofanato
Metilico promoveram inibi¢do em mais de 60% do crescimento de C. gloeosporioides,
no entanto, para os isolados de C. acutatum os fungicidas Mancozebe, Tiofanato Metilico
e Captan ndo foram eficientes.

O tratamento com Carbendazin controlou em 94% os fitopatdgenos e nao
interferiu na germinacdo das sementes. Resultados divergentes foram encontrados por
Fantinel et al. (2015), em sementes de goiaba-serrana (Acca sellowiana) verificaram que,
o tratamento com Carbendazin, embora tenha erradicado os fungos Aspergillus flavus e
A. niger, Phomopsis sp. e Alternaria sp., foi fitotéxico a germinacao das sementes.

Em relagdo ao produto a base de Trichoderma asperellum, este erradicou todos os
fungos identificados. Corroborando com esses resultados, Lazarotto et al. (2013)
observaram que sementes de cedro (Cedrella fissilis) tratadas com produto quimico e
biologico a base de Trichoderma sp. e os dois combinados (biolégico + quimico),
erradicaram o patdgeno (Rhizoctonia sp.) que estava infectando naturalmente as
sementes. Oliveira et al. (2016) verificaram a atividade fungitéxica dos antagonistas
Trichoderma sp. e B. subtilis, in vitro no crescimento micelial de Colletotrichum musae
com reducdes de 84,0% e 74,0% respectivamente, e in vivo os isolados de Trichoderma

sp. apresentaram maior efici€ncia com 56% de inibicdo da antracnose da banana.
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Os fungos fitopatogénicos tém suas estruturas de reproducdo, 0s esporos, com
grande potencial de infeccdo nas plantas e facil disseminacdo. Logo, os resultados deste
trabalho apontam que a eficiéncia do produto esté relacionada com a capacidade de inibir

0 agente patogénico.

Tratamento in vitro com controle biolégico

Todas as sementes microbiolizadas com isolados de Bacillus tiveram redugao em
até 100%, dos fungos identificados. Com relacdo ao potencial, de reducdo de
fitopatdégenos, dos isolados de Bacillus, isolados de Bacillus pumilus e Bacillus
licheniformis microbiolizados em sementes de soja, também reduziram os fitopatdgenos
em até 99,83% e 99,22%, respectivamente (Bezerra et al. 2013). E em vinte isolados de
Bacillus spp., avaliados contra Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-3, em
plantas de repolho ‘Midori’, o isolado de B. cereus reduziu em 78% e 71%, os sintomas
da doencga (Assis et al. 1997).

Isolados de Bacillus tém sido estudados por varios autores como agente bioldgico
em potencial, como Nascimento (2009) que, ao trabalhar com sementes de arroz,
observou que os isolados B6 (Bacillus sp.), B16 (B. macerans), B22, B33 (B. polymyxa),
B22’ (B. pentothenticus), B25, B31, B35 (B. pumilus), B32 (B. stearothermophilus) e
B41 (B. cereus), controlaram o patégeno Aspergillus niger.

Na literatura encontram-se diversos trabalhos que confirmam antagonismo a
fitopatdégenos do género Bacillus. Como o observado por Vieira Junior (2005) que, em
bioensaio in vitro, verificou que o B. cereus (UFV-75) foi capaz de produzir sideréforos,

compostos volateis, bacteriocinas e enzima quitinase. Oliveira et al. (2016), atestaram o
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potencial de inibi¢do in vivo dos antagonistas Levedura IA8 (L), Trichoderma sp. (TR) e
B. subtilis (Bs) no controle da antracnose (Colletotrichum musae) da banana.

Nesta pesquisa, Bacillus methylotrophicus erradicou todos os fitopatdgenos,
inclusive o fungo Fusarium sp. Em sementes de tomate da variedade Santa Cruz, a
microbiolizagdo de B. methylotrophicus, promoveu a inducao de resisténcia sist€mica nas
plantas a murcha de fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Schlecht Snyder &
Hansen) pela ativac@o das enzimas peroxidase e polifenoloxidase, com obtengao de 75%
de reduc¢do da doenca (Campos Neto et al. 2018). Isolados de B. methylotrophicus (Iso
31) também apresentaram acdo fungistatica, com alta eficiéncia, no crescimento micelial
de Corynespora cassiicola, agente causal da mancha-alvo do mamoeiro (Paz et al. 2018).

Isolados de Bacillus apresentam grande potencial de biocontrole, dada a
capacidade de produzir uma gama de metabolitos antifiingicos como as surfactinas,
iturinas e furgicinas, que sao familias de lipopeptideos, com capacidade antifungica e de
inibicao de crescimento de uma variedade de fitopatégenos (Lanna Filho 2010). Logo, os
isolados de Bacillus podem ter agido de diferentes maneiras ou mecanismos de acdo para
inibir os patégenos identificados, seja por competi¢do, pela producao de antibidticos ou
pela liberacdo de compostos voldteis, de forma isolada ou pela interacdo destes

mecanismos.

Manejo da antracnose em pimentao

Os tratamentos a base de Bacillus methylotrophicus (B47), Quality®
(Trichoderma asperellum) e de extrato aquoso de manjericao reduziram a severidade da
antracnose do pimentdo e demonstraram o potencial de inibicdo desses tratamentos no

desenvolvimento inicial de fitopatégenos, com efeito significativo em relacdo aos demais
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tratamentos. Campos Neto et al. (2018) observaram que a microbiolizagdo de B.
methylotrophicus em sementes de tomate, variedade Santa Cruz, reduziu em quase 80%
a murcha de fusarium e ainda ativou as enzimas peroxidase e polifenoloxidase que
induziram a resisténcia sistémica das plantas a doenca.

Oliveira et al. (2016) observaram que os agentes de biocontrole Trichoderma sp.
e Bacillus subtilis foram eficazes no controle da antracnose (Colletotrichum musae) da
banana, in vivo, confirmando esse potencial de inibicdo, mas, obtiveram melhor eficiéncia
com o isolado de Trichoderma sp. por inibir cerca de 56% da doenca.

Vieira Junior (2005) ao avaliar 500 isolados de procariotas residentes do filoplano
do feijoeiro in vitro, constatou que o isolado UFV-75 (Bacillus cereus) foi capaz de inibir,
a germinacao de conidios e crescimento micelial de todos os patégenos testados. Kupper
et al. (2003) ao estudar 64 isolados de Bacillus subtilis, 4 isolados de Bacillus spp., € um
isolado de B. thuringiensis, quanto a sua atividade antagonica contra Colletotrichum
acutatum Simmonds, observaram que todos apresentaram efeito inibitério ao fungo
avaliado. Isolados de Bacillus subtilis em tratamento de sementes de feijao-caupi, para
controle de Rhizoctonia solani, agente etioldgico da Mela, in vivo, retardam a incidéncia
da doenga e reduzem o percentual de desfolha (Schurt et al. 2017).

Resultados semelhantes, ao desta pesquisa, com produtos comerciais a base de
Trichoderma ssp. foram descritos por Fantinel et al. (2018) que observaram o controle in
vitro de Colletotrichum siamense, principalmente por Trichoderma koningiopsis, e
apontaram esta espécie, com potencial, para estudos como agente de biocontrole da
antracnose da goiaba-serrana. Em estudo sobre o controle biolégico da requeima do
tomateiro, causada por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, com os isolados de

Trichoderma harzianum e Trichoderma longibrachiatum, os resultados até 58 dias apds
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o transplante, apresentaram acdo protetora desses antagonistas contra a requeima (Souza
et al. 2014). A eficiéncia dessas espécies de Trichoderma no controle de doengas, pode
estar relacionada com caracteristicas peculiares das espécies, como a capacidade de
driblar as vias de defesas do patdgeno, a competitividade com a biota do solo e a
resisténcia aos fatores abiéticos (Bae e Knudsen 2005).

Neste estudo, a drea abaixo da curva de progresso da doengca (AACPD) nido
apresentou diferencas significativas entre os tratamentos. A ndo significancia do efeito
dos tratamentos sobre a AACDP, pode estar associada ao fato, dos tratamentos nao
apresentarem diferencas significativas entre as médias das avaliagdes aos 3, 8, 13 e 18
dias apds a inoculagdo. A varidvel AACDP € recomendada por alguns autores por
representar a epidemia total, pois ela considera as perturbagcdes que a cultura estd sujeita
em todos os estadios de desenvolvimento (Bergamin Filho € Amorim 1996). Entretanto,
por ser uma variavel integral, obtida somente apds a realizacdo de todas as avaliacdes no
final do ciclo, ndo € possivel obter respostas sobre os danos no transcorrer da safra, o que
pode sub ou superestimar os resultados (Hikishima et al. 2010).

Estes resultados permitem inferir sobre a necessidade da avaliacdo de métodos e
técnicas de tratamentos de sementes, bem como, associacdo de métodos com aplicacdao
em pré e pds-colheita, que viabilizem o cultivo de pimentdo com medidas eficientes de

controle da antracnose, como alternativas ndo poluentes e atoxicos, sem efeito residual.

CONCLUSOES
Os métodos alterativos a base de extratos de manjericao e canela, do uso da
termoterapia e a adoc¢do dos agentes bioldgicos de controle a base de Bacillus

methylotrophicus e Trichoderma asperellum apresentaram maior acdo fungistitica e
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fungitéxica e controlaram os fitopatégenos, em sementes de pimentdo, dado ao alto
percentual de reducdo e erradicacdo da maioria dos fungos identificados, em detrimento
ao uso de produtos quimicos, sdo de facil preparo e de baixo custo, tornam-se uma
alternativa vidvel, sustentdvel e menos onerosa aos pequenos produtores. Os resultados
obtidos sdo uma alternativa importante, com potencial para o tratamento de sementes de
pimentdo e, um possivel suporte ao uso futuro em programas de Manejo Integrado de

Doencas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta pesquisa contribuem para a discussdo sobre a adocao de praticas mais
sustentdveis e menos toxicos as pessoas, animais e plantas, com a ado¢do do manejo ecoldgico que
use métodos alternativos de tratamentos de sementes, que antecedem a implantacio do sistema de
producdo e que favordveis ao bom desempenho do sistema de cultivo e da conserva¢do do meio
ambiente. No manejo da antracnose sugere-se a realizacdo de experimentos, em campo, para
confirmar a acdo desses tratamentos sob condi¢des naturais.

Ressalta-se que estes resultados sdo base para novos testes para maior acurdcia dos dados, bem
como, para sua experimentacdo em campo. Tendo em vista que, o efeito dos tratamentos &
diferenciado, de acordo com o patégeno e com a eficiéncia dos produtos na redugdo da antracnose do
pimentdo.

Do ponto de vista prético, a termoterapia apresenta potencial no tratamento de sementes de
pimentdo, eficiente no controle da fonte de indculo e os tratamentos a base de extratos vegetais e de

agentes de controle bioldgicos também sio potenciais pelo baixo poder de contaminagao.
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NORMAS DA REVISTA ACTA AMAZONICA

It is expected that manuscripts submitted to Acta Amazonica are prepared according to the
Instructions to Authors (guidelines). Thus, please make sure your manuscript follows these guidelines
before uploading your submission. Manuscripts that do not adhere to the Journal’s instructions are
returned to authors.

1. Maximum size of an individual file should be 2 MB.
2. A letter submitting the manuscript (cover letter) should state that:

a) The research data are original and accurate; b) all the authors participated substantially and are
prepared to assume public responsibility for its content; c) the contribution presented to this journal
has not previously been published, nor has it been submitted for publication elsewhere, entirely or in
part. Upload the cover letter upon submission.

3. The manuscripts must be written in English. The veracity of the information contained in the
manuscript is exclusive responsibility of authors.

4. Maximum length for articles and reviews is 30 pages (or 7500 words, disregarding the title page),
ten pages (2500 words) for short communications, and five pages for other contributions.

5. Manuscripts properly formatted according to the "Instructions to authors" are sent to Associate
Editors for pre-evaluation. In this first judgment it is taken into consideration the scientific relevance
and intelligibility of the manuscript, and its scope within the Amazonian context. In this phase,
contributions outside of the scope of the Journal or of little scientific value are declined. Manuscripts
approved in the first judgment are sent to scientific referees for evaluation, at least two reviewers;
experts from institutions other than those of the authors.

6. Acceptance of manuscripts will be based on the scientific content and the correct formatting
according to the Journal guidelines.

7. Manuscripts requiring corrections will be returned to the authors for revision. The revised version
needs to be uploaded in the Journal system in TWO weeks' time. A response letter is required to be
returned with the revised version. In this letter, please detail the modifications made to the manuscript.
Recommendations not incorporated into the revised version, if any, need to be responded. The entire
process is online, and can be followed at the Journal Web site, http://mc04.manuscriptcentral.com/aa-
scielo.

8. Follow these instructions to prepare and upload the manuscript:

a. Authorship and manuscript information (Title page, please use the word format): This page must
contain the manuscript title, authorship (last name in uppercase letter), full institutional address of the
authors, and email of the corresponding author. Do NOT abbreviate names of institutions. Use an
asterisk (*) to indicate the corresponding author. Only the e-mail of the corresponding author is
required in the title page of the manuscript.

Upon submission, upload this file selecting the option: ''Title page''.

b. Main body of the text (main document, please use the word format). The text of the manuscript
should follow this order: Title, Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results,
Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, Figure legends, and Tables. It is also
required to include a “Titulo, Resumo and Palavras-chave” in Portuguese OR Spanish.

Upon submission upload this file as '"Main document''.

c. Figures. Up to seven figures are permitted for articles. Each figure MUST be uploaded as a separate
file. Figures should be in the graphic format (JPG or TIFF) and of high quality and resolution (300
dpi). Use 600 dpi for bitmap illustration.
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Upload each of these files selecting the option: ''Figure''.

d. Tables. Five tables are permitted for articles. Use single spacing and the table function for typing
tables. Please insert the Tables at the end of the text of the manuscript (main document), after the
"Figure legends".

9. Short communications are to be written separating the topics (Introduction, Materials and Methods,
Results, Discussion and Conclusions) in paragraphs, but without including their titles. They also have
to include all the sections of the full article (e.g.: Title, authorship, affiliation, electronic address,
Abstract, Keywords, Acknowledgements, References). Three figures and two tables are permitted.

"non

Upload the "title page", "main document", figures and tables as described previously (Item 8).

10. Full name of authors and their institutional addresses and e-mails must be registered in the Journal
system.

11. IMPORTANT NOTE: Manuscripts not properly formatted according to the "Instructions to
Authors" are NOT accepted for publication.

FORMAT AND STYLE

12. The manuscript is to be prepared with a text editor (e.g. doc or docx), typed using "Times New
Roman" 12-point font. It should be double-spaced with 3-cm margins; pages and lines consecutively
numbered. For tables see Item 8d.

13. Title. Adjust to the left and capitalize the first letter of the sentence. Avoid using scientific names.

14. Abstract. It should have up to 250 words (150 for short communications). Initiate the Abstract
with a couple of lines (rationale), and after that clearly state the objectives. The Abstract must
succinctly contain the methodology, results and conclusions, emphasizing important aspects of the
study. It should be intelligible for itself. Scientific names of species and other Latin terms should be
in italic. Avoid acronyms, but if they are required give their meaning. Do not use references in this
section.

15. Keywords. They must consist of four or five terms. Each keyword term may consist of two or
more words. However, words used in the title cannot be repeated as keywords.

16. Introduction. This section should emphasize the purpose of the study. It should convey an
overview of previous relevant studies, as well as clearly state the objectives or hypotheses to be tested.
This section is expected not to exceed 35 lines. Do not anticipate data or conclusions of the manuscript
and do NOT include subtitles in this section. End the Introduction with the objectives.

17. Materials and Methods. This section should contain enough information, chronologically
organized to explain the procedures carried out, in such a way that other researches can be able to
repeat the study. Statistical treatments of data should be described. Standard techniques need only be
referenced. Measuring units and their abbreviations should follow the International System and, when
necessary, should include a list of the abbreviations utilized. Specific instruments used in the study
should be described (model, manufacturer, city and country of manufacturing, in parentheses). For
example: "Photosynthesis was determined using a portable gas exchange system (Li-6400, Li-Cor,
Lincoln, NE, USA)". Voucher material (sample for future reference) should be deposited in one or
more scientific collections and informed in the manuscript. Do NOT use sub-subtitles in this section.
Use bold, but not italic or uppercase letters for subtitles.

18. Ethics and legal aspects: For studies that requires special permissions (e.g. Ethic
Committee/National Commission of Ethic in Research-CONEP, IBAMA, SISBIO, CNPq, CNTBio,
INCRA/FUNALI, EIA/ RIMA, others) the registration/approval number (and publishing date) must be
informed. Authors are responsible to follow all specific regulations on this issue.

19. Results. This section should present a concise description of information obtained, with a
minimum of personal judgment. Do not repeat in the text all the data contained in tables and
illustrations. Do not present the same information (data) in tables and figures simultaneously. Do not
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use sub-subtitles in this section. Numeral should be one space-separated from units. For example, 60
°C and NOT 60°C, except for percentages (for instance, 5% and NOT 5 %).

Units: Use units and symbols of the International System. Use negative exponents instead of slash
(/). For example: cmol kg ! instead of meq/100g; m s ! instead of m/s. Use space instead of point
between symbols:
m s ! instead of m.s!. Use a dash (NOT a hyphen) to denote negative numbers. For example: —2,
instead of -2. Use kg instead of Kg and km instead of Km.

20. Discussion. The discussion should focus on results obtained. Avoid mere speculation. However,
well based hypotheses can be incorporated. Only relevant references should be included.

21. Conclusions. This section should contain a concise interpretation of main results and a final
message, which should highlight the scientific implications of the study. Write the conclusions in a
separate section (one paragraph).

22. Acknowledgements should be brief and concise. Include funding agency. Do NOT abbreviate
names of institutions.

23. References. At least 70% of references must be scientific journal articles. Citations should
preferentially be from last 10 years. It is suggested not to exceed 40 references. They should be cited
in alphabetical order of author names, and should be restricted to citation included in the text. If a
reference has more than ten authors, use only the six first names and et. al. In this section, the journal
title is NOT abbreviated. See the examples below:

a) Articles from periodicals:

Villa Nova, N.A.; Salati, E.; Matsui, E. 1976. Estimativa da evapotranspiracio na Bacia
Amazdnica. Acta Amazonica 6:215-228.

Articles from periodicals that do not follow traditional pagination:

Ozanne, C.M.P.; Cabral, C.; Shaw, P.J. 2014. Variation in indigenous forest resource use in Central
Guyana. PLoS ONE 9: €102952.

b) Dissertations and theses:

Ribeiro, M.C.L.B. 1983. As migracoes dos jaraquis (Pisces: Prochilodontidae) no rio Negro,
Amazonas, Brasil.Dissertacao de Mestrado, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia/Fundagdo
Universidade do Amazonas, Manaus, Amazonas. 192p.

¢) Books:

Steel, R.G.D.; Torrie, J.H. 1980. Principles and procedures of statistics: a biometrical approach. 2nd
ed. McGraw-Hill, New York, 633p.

d) Book chapters:

Absy, M.L. 1993. Mudancas da vegetagao e clima da Amazonia durante o Quaternario. In: Ferreira,
E.J.G.; Santos, G.M.; Ledo, E.L.M.; Oliveira, L.A. (Ed.). Bases cientificas para estratégias de
preservagdo e desenvolvimento da Amazoénia. v.2. Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia,
Manaus, Amazonas, p.3-10.

e) Citation of electronic Source:

CPTEC, 1999. Climanalise, 14: 1-2 (www.cptec.inpe.br/products/climanalise). Accessed on
19/05/1999.

f) Citations with more than ten authors:

Tseng, Y.-H.; Kokkotou, E.; Schulz, T.J.; Huang, T.L.; Winnay, J.N.; Taniguchi, C.M.; et al. 2008.
New role of bone morphogenetic protein 7 in brown adipogenesis and energy
expenditure. Nature 454: 1000-1004.
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24. Citations in the text. Citations of references follow a chronological order. For two or more
references from the same year cite according to alphabetical order. Please see the following examples.

a) One author:

Pereira (1995) or (Pereira 1995).

b) Two authors:

Oliveira and Souza (2003) or (Oliveira and Souza 2003).

¢) Three or more authors:

Rezende et al. (2002) or (Rezende et al. 2002).

d) Citations from different years (chronological order):

Silva (1991), Castro (1998) and Alves (2010) or (Silva 1991; Castro 1998; Alves 2010).
e) Citations in the same year (alphabetical order):

Ferreira et al. (2001) and Fonseca et al. (2001); or (Ferreira et al. 2001; Fonseca et al. 2001).
FIGURES

25. Photographs, drawings and graphics should have high definition, with high black and white
contrast. Do NOT use grey tones in scatter graphs or bar charts. In scatter graphs use black (solid,
dotted or dashed) lines and open or solid (circle, square, triangle or diamond) symbols. For bar charts,
black, white, stripped or dotted bars can be used. Border the plotting area with a thin solid line, but
do NOT use a border line in the graphic area. Label each panel of a composite figure (multiple panels)
with an uppercase letter inside the plotting area, in the upper right-hand corner.

26. Avoid unnecessary legends in the plotting area. Do NOT use letters too small (< size 10) in figures
(either in title axes or within the plotting area). In axes, use inward-oriented marks in scale divisions.
Do NOT use horizontal or vertical grid lines, except in maps or similar illustrations. Each axis of the
graphic should have a title and unit. Avoid too many subdivisions on the axis scale (five to six should
suffice). On maps include a scale bar and at least one cardinal point.

27. Figures should be formatted to fit within the page dimensions of the Journal, namely, within a
column (8 cm) or the width of the entire page (17 cm), and allowing space for the figure legend
(caption). Illustrations can be resized during the production process in order to optimize Journal
space. Scales should be indicated by a bar (horizontal) in the figure and, if necessary, referenced in
the figure legend. For example, scale bar = 1 mm.

28. Figures in the text: Figures can be cited directly or indirectly (in parentheses), with the initial
letter capitalized. For example: Figure 1 or (Figure 1). In the legend, figure number should be
followed by a period. For example: "Figure 1. Analysis...". Meaning of symbols and acronyms used
in figures must be defined in the figure legend. Figures should be self-explanatory.

29. For figures that have been previously published, the authors should clearly state in the manuscript
that a permission for reproduction has been granted. The document that conceded such authorization
should be uploaded (not for review) in the Journal system.

30. In addition to figures in the graphic format (TIFF, JPG), bar charts and scatter graphs generated
using Excel or SigmaPlot can be uploaded. Select the option supplemental file NOT for review.

31. Color illustrations. Photographs and others illustrations are expected to be black and white. Color
illustrations are accepted; however, there is a printing cost, which is charged to authors. Without costs
to authors, a color illustration can be used in the Journal electronic version; whereas a black and white
version of the same figure can be used in the printed version. When a color photograph is used only
in the electronic version, mention it in the figure legend. For example, adding this sentence "this
figure is in color in the electronic version". This information is for the readers of the printed issue.
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Authors can be invited to submit a color photograph to illustrate the Journal cover page. In this case,
the printing cost will be afforded by the Journal.

TABLES

32. Tables should be well organized and numbered sequentially with Arabic numerals. The
numbering and the table title (legend) should be at top of the table. A table may have footnotes. The
meaning of symbols and acronyms used in the table (e.g. head columns, etc.) MUST be defined in
the table title. Use horizontal lines above and below the table, and for separating the heading from
the main body of the table. Do NOT use vertical lines.

33. Tables should be generated using a text editor (e.g. doc or docx), and should NOT be inserted in
the manuscript as an image (e.g. in JPG format).

34. Table citations in the text can be made directly or indirectly (in parentheses), with the initial letter
capitalized. For example: Table 1 or (Table 1). In the table legend, the table number should be
followed by a period, for instance: "Table 1. Analysis...". Tables should be self-explanatory.

ADDITIONAL INFORMATION

Acta Amazonica can make minor formatting and grammar corrections in the manuscript to adjust to
editorial and language standard. Before printing, the proof is sent to authors for last verification. In
this phase only typographical or spelling mistakes can be corrected in the proof. NO major changes
can be made on the manuscript at this stage, otherwise the entire manuscript will return to the
evaluation process by the Editorial Board.

Acta Amazonica does not charge a fee for publication. Also, there is no fee charge for submission
and evaluation of manuscripts. Further information can be obtained by e-mail acta@inpa.gov.br. If
your inquiry is about a submission please inform the submission number.

Subscriptions to Acta Amazonica (printed version) can be paid by check or money order. Institutional
subscriptions US$ 100.00; individual subscription US$ 75.00. Please contact by e-
mail: acta@inpa.gov.br.

Tel.: (55 92) 3643-3236 or fax: (55 92) 3643-3029
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