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Atividade antimicrobiana de Trichoderma viride e Trichoderma stromaticum.

RESUMO

O Trichoderma spp. € um antagonista promissor, o desenvolvimento e uso de produtos a
base deste microrganismo nos oferece a oportunidade, ndo apenas de reduzir 0s riscos
da saude, mas também custos e danos ambientais. Assim, este trabalho teve por objetivo
analisar a eficiéncia dos extratos de Trichoderma viride e Trichoderma stromaticum
contra alguns microrganismos de interesse na clinica médica, agricultura e piscicultura.
Dentre eles o Colletotrichum musae, causador da antracnose da banana, Saprolegnia,
que acomete ovas de peixes e algumas bactérias que causam danos a saude humana. Os
extratos diclorometanicos foram testados em varias concentrac@es, tendo como controle
positivo um antimicrobiano comercial. A inibicdo do patégeno foi verificada, de forma
direta pela técnica de cultivo pareado. A atividade antimicrobiana dos extratos foi
avaliada por disco-difusdo e pela determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(MIC) por teste de microdiluicho em caldo. Foram feitos testes in situ no fruto
inoculando o fungo patogénico e tratados com os extratos e a analise sensorial onde foi
determinada a aceitacdo do produto. No cultivo pareado os Trichoderma spp. inibiram o
crescimento dos patdgenos sendo 0,05% de significancia. No teste de disco-difusdo os
resultados foram positivos, sendo que para Aeromonas hydrophila e E. coli obteve-se 0s
melhores resultados. O MIC (concentragdo inibitéria minima)dos extratos contra os
microrganismos variou de 50% a 3,125 %. Diante dos resultados apresentados,
evidenciou-se que, os extratos foram eficientes na inibi¢éo in vitrodos microrganismos
testados, bem como sua aplicagdo nos frutos ndo alterou as caracteristicas
organolépticas dos mesmos.

Palavras-chave: Trichoderma sp.; antimicrobiano;Colletotrichum musae.



Antimicrobial activity of Trichoderma viride and Trichoderma stromaticum.

ABSTRACT

Trichoderma spp. is a promising antagonist, the development and use of products based
on this organism gives us the opportunity not only to reduce health risks, but also costs
and environmental damage. This work aimed to analyze the efficiency of Trichoderma
viride extracts and Trichoderma stromaticum against some microorganisms of interest
in clinical medicine, agriculture and fish farming. Among them Colletotrichum musae,
banana anthracnose causes, Saprolegnia, which affects fish eggs and some bacteria that
cause harm to human health. The dichlorometane extracts were tested at various
concentrations, and as positive control a commercial antimicrobial. Inhibition of the
pathogen was verified directly by paired cultivation technique. The antimicrobial
activity of the extracts was evaluated by disk diffusion and the determination of
minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution test broth. In situ tests were
done in the fruit inoculating the pathogenic fungus and treated with the extracts and the
sensory analysis where it was determined the acceptance of the product. In cultivation
paired the Trichoderma spp. inhibited the growth of pathogens being 0.05%
significance level. In the disk diffusion test results were positive, and for E. coli and
Aeromonas hydrophila gave the best results. MIC against microorganisms of the
extracts ranged from 50% to 3,125%. Given the results presented, it is concluded that
the extracts were effective in in vitro inhibition of the microorganisms as well as their
application in the fruits did not alter the organoleptic characteristics.

Keywords: Trichoderma sp.; antimicrobial; Colletotrichum musae.
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Atividade antimicrobiana de Trichoderma viride e Trichoderma stromaticum.
[Preparado de acordo com as normas da revista Ceres].

Eliete Moura de Souza Hurmann?, Cleide Viviane Buzanello Martins?

INTRODUCAO

As fontes alimentares mais importantes do mundo sdo ocupadas pelo arroz,
trigo, milho e a banana, sendo que este fruto ocupa a segunda posicdo na producéo
global (PERREIER et al., 2011). Com uma producdo de 95 milhdes de toneladas a
cultura da banana, apresenta uma area de plantio estimada em 4,1 milhdes de hectares
sendo cultivada em 107 paises. O Brasil é o quinto maior produtor mundial de bananas.
Estima-se que a producéo dessa fruta empregue, direta e indiretamente, 960 mil pessoas
no mundo (FAO, 2012).

Vérias podridGes podem ocorrer na fase de pds-colheita da banana, porém a de
maior destaque é dado a antracnose que é causada pelo fungo Colletotrichum musae,
que acomete principalmente a fruta madura (VENTURA e HINZ, 2002).

Varios estudos demonstram a eficiéncia no controle da antracnose por meios
alternativos, mas a utilizacdo de fungicidas comerciais ainda é o mais comum (LIMA et
al., 2007; NOLASKO et al., 2008).

Segundo a FAO (2011), uma atividade que vem apresentando um crescimento
acelerado € a aquicultura, em especial a piscicultura, com a introducdo de fazendas de

criagdo em sistema superintensivo. Os peixes s&o mantidos em elevada densidade de

'Unioeste, Mestrado em Ciéncias Ambientais, Toledo, PR, Brasil,elietehurma@hotmail.com
’Unioeste, Centro de Engenharias e Ciéncias Exatas, Mestrado em Ciéncias Ambientais, Grupo de
Estudos de Manejo na Aquicultura, Toledo, PR, Brasil, cvbmartins@gmail.com
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estocagem, em producdes superintensiva, 0 que propicia 0 estresse e imunossupressao.
A elevada densidade de estocagem favorece a ocorréncia de infecgdes, uma das mais
ocorrentes é a saprolegniose, cujo agente etiologico é o oomiceto aquético
Saprolegnia spp. Segundo West (2006), esta doenca provoca perdas massivas com
Sérios prejuizos econdémicos aos piscicultores.

Capazes de atuarem como agentes de controle de doengas de varias plantas
cultivadas, os fungos do género Trichoderma tem uma grande importancia econémica
para a agricultura (HAGGARD 2006, FOERTES et al., 2007).

Segundo Gauch (1996), o Trichoderma pode interagir com o patdgeno de
diversas maneiras, tais como antibiose, competicdo, parasitismo, hipoviruléncia,
predacdo ou inducdo de defesa do hospedeiro. Para Bettiol et al., (2008), o Trichoderma
spp. € sem davida, o agente de controle biolodgico de doencas de plantas mais estudado
no Brasil e em outros paises da America Latina.

Esta atividade de biocontrole é devido, principalmente a producéo de enzimas
liticas extracelulares degradadoras da parede celular dos fungos, tais como quitinases, -
1, 4-glucanases e proteases (CORABI-ABELL e LUCON, 2002).

Segundo Souza et al., (2011), os agrotdxicos no Brasil tiveram, a partir da
década de 70, seu uso estimulado com afinco por politicas de estado onde a concessdo
de crédito agricola era vinculado a sua aquisicdo, e pela oferta comercial que enaltecia
suas propriedades de diminuir o trabalno com pragas e de beneficiar alimentos e
trabalhadores.

A politica para apoiar 0 uso dos agrotoxicos, ndo somente por agricultores com
maior capitalou principalmente, pequenos produtores intimidados e impulsionados por,

uma maior rentabilidade, contribuiu para sua utilizagdo sem o devido controle
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(SOARES, 2010).

Conforme Peres (2007), no Brasil 0 uso de agrotdxicos é um assunto alarmante,
os alimentos consumidos pela populacdo possuem altas taxas de produtos quimicos e
que vao contaminando gradativamente o meio ambiente, o solo, os lengois freaticos e 0s
rios seguindo a cadeia alimentar até causar danos a satde humana e ambiental.

Neste contexto em que a busca por métodos alternativos que diminuam a
utilizacdo de produtos nocivos e ao mesmo tempo tragam rentabilidade para a atividade
do produtor e sendo o Trichoderma spp. um antagonista promissor e agente de
biocontrole de doencas de plantas e por produzir enzimas liticas € que foi proposto este
trabalho com o objetivo de avaliar a eficiéncia do extrato de Trichoderma viride e

Trichoderma stromaticum contra alguns microrganismos patogénicos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Oeste do Parana (Unioeste), Campus Toledo - PR e Laboratério de Biotecnologia da

Pontificia Universidade Catdlica (PUC), Campus Toledo — Pr

Desenvolvimento dos extratos

O extratofoi desenvolvido a partir das espécies Trichoderma viride e
Trichoderma stromaticum provenientes do Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Para a obtencdo dos extratos foi seguida a metodologia proposto por ROSA et
al., (2013). Para tanto os fungos foram repicados em aproximadamente 30 placas de

Petri (90 mm de diametro) contendo 20 mL de meio de cultura BDA (batata,dextrose e
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agar). As placas foram incubadas por 15 dias, a 28°C emestufa BOD (demanda
bioquimica de oxigénio).Foram cortados o meio de cultura juntamente com os micélios
das col6nias crescidas, em pequenos fragmentos e transferidos os mesmos para frascos
de vidro tipo Erlenmeyer de 150 mL. Os fracos foram tapados com uma folha de papel
toalha e armazenados por 24 horas a -80°C como preparacéo para a etapa seguinte. Os
fragmentos foram submetidos a liofilizacdo, separadamente conforme a espécie de
fungo, para remocdo da agua por 5 dias ou até 0s mesmos apresentarem um aspecto
seco, como “flocos de aveia”. Apds o processo de liofilizagao foi acondicionados em
Erlenmeyer de 500 ml e acrescentados o diclorometano até que o mesmo cobrisse a
massa de fragmentos secos. Posteriormentea este processo, vedou-se com rolha simples
envolta por papel aluminio. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente. Apos 3
a4 dias, o conteudo foi filtrado com papel filtro. A seguir, foi novamente acrescentado o
diclorometano até cobrir a massa de fragmentos secos e apds 3 a4 dias, filtrado
novamente. O extrato obtido foi concentrado e seco com auxilio do Rotavapor, onde foi
retirado todo o diclorometano. Ao fim do procedimento, armazenado o produto a -
20°C.O extrato obtido foi pesado em balanca analitica e a quantidade de massa obtida

foi de 23 gramas de cada espécie de fungos e armazenado para uso posterior.

Procedimentos dos experimentos

Experimento 1. Isolamento do Colletotrichum musae.

Para isolamento do Colletotrichum musae diretamente da casca da banana foi
seguido a metodologia de Tuite (1969).

Foram aproximadamente 10 bananas, adquiridas em supermercado da cidade de
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Toledo — Pr. Foram colocadas em temperatura ambiente e ap6s 12 dias comecaram a
apresentar a antracnose, o aspecto da casca ficou escura e com manchas alaranjadas. O
fungo foi isolado diretamente do fruto com auxilio de uma alca de platina em 8 placas
de Petri, com meio de cultura BDA e incubadas em BOD por 7 dias a uma temperatura
de 28°C, ap0s este periodo o fungo havia tomado toda placa apresentando filamentos e

apressorios, com crescimento visiveis de hifas com uma coloracéao alaranjada.

Experimento 2. Isolamento da Saprolegnia

Para isolamento da Saprolegnia foi feito um esfregaco por meio de um swab
diretamente no Jundid (Rhamdia quelen), coletando uma quantidade de muco com
crescimento visivel de hifas de aspecto cotonoso (algodédo) e espalhado diretamente na
placa de Petri contendo meio BDA com cloranfenicol, para inibir o crescimento de
bactérias. Foi incubado em BOD por 8 dias a 28°C, ap6s este periodo o micélio havia
tomado toda placa com hifas longas, formando chumaco de algoddo, com uma

coloragéo esbranquicada.

Cultivo pareado

Para avaliar o antagonismo entre Trichodermaviride eColletotrichummusae,
Trichodermaviride e Saprolegnia, Trichodermastromaticum e Colletotrichummusae,
Trichodermastromaticum e Saprolegnia, realizou-se o teste do pareamento de culturas
atraves da metodologia de cultura pareada (DENNIS; WEBSTER, 1971 ab). Em placas
de Petri contendo meio de cultivo BDA, foram depositados quadrados de micelio de 6
mm? de 4rea de cada fungo, ambos a 2,0 cm de distancia da borda da placa, em

posicOes opostas. Os quadrados foram obtidos de culturas puras, as quais foram
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incubadas a temperatura de 28°C, conforme Amin et al., (2010), por 10 dias,
calculando-se os valores medios de porcentagem de inibicdo em relagcdo a testemunha,
que recebeu apenas os patdgenos Colletorichummusae e a Saprolegnia. A porcentagem
da inibicdo do crescimento foi calculada usando a férmula: Porcentagem de Inibicdo =
[(C — T)IC] x 100, onde; C= crescimento radial do controle; T= crescimento radial do
tratamento (MENTEL et al., 1976; SILVA et al., 2008). Também foram atribuidas
notas baseadas na escala de Bell, Wells, Markham (1982), que estabelece o grau de
antagonismo por meio da divisdo em cinco classes de notas para diferenciacdo de niveis
de antagonismo (notas: 1: controle total; 2: controle de 75%; 3: controle de 50%; 4:
controle de até 25%; 5: auséncia de controle). O experimento foi disposto em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticbes. Os dados foram
submetidos ao teste de covariancia, onde a variancia é o tempo. Foram realizadas as
comparacOes das médias de crescimento do patdgeno em relacdo ao antagonista, com

auxilio, computacionais do programa Statistica.

Teste de disco-difusdo

A metodologia de disco-difusdo foi realizada de acordo com as normas
padronizadas da técnica para execucdo da prova conformemanual da Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013).

Para o Teste de disco-difusdo foram selecionadas 3 espécies de bactérias que
estavam armazenadas no Laboratorio de Microbiologia da Universidade do Oeste do

Parana — Campus Toledo e 4 espécies defungos entre eles, duas espécies de leveduras.
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As bactérias foram reativadas em meio de cultura NA (Nutriente Agar ) e feito o
experimentoapds 24 horas, as leveduras foram reativadas e apds 48 horas feito o
experimentoe os fungos foram repicados em placas de Petri, com meio BDA e
experimento realizado apos 7 dias.

O indculo foi preparado em solucdo salina 0,85%, e ajustado sua turbidez de
acordo com a solucéo padrdo de MacFarland 0,5.

O meio de cultura usado para bactérias foi o Agar Miueller-Hinton e para os
fungos o Agar Mueller-Hinton modificado pela adicdo de20 mg de dextrose e 2 mg de
azul de metileno.

Foi espalhada nas placas uma aliquota destes microrganismos com swab e
colocado cinco discos sendo que, em cada disco foi adicionado 0,5 puL dos extratos, em
trésconcentracdes diferentes. Como controle foram utilizados discos de antimicrobianos
disponiveis no mercado, sendo o cloranfenicol na concentracdo de 30 pug em cada disco
e Fluconazol de 150 mg diluidos em 120 ml de agua para bactérias e fungos
respectivamente.

Apos este processo as placas foram incubadas na BOD a 35°C para bactérias e
apos 24 horas foram feitas as medicdes dos halos, com auxilio de régua e o resultado
expresso em (mm). Os fungos, foram incubados em BOD a 28°C e feitas as medigdes
com auxilio de régua em mm, ap6s 48 horas para leveduras e 7 dias para 0s
filamentosos.Neste experimento foram utilizados 7 microrganismos entre bacteérias,
fungos filamentosos e leveduras.

As bactérias utilizadas foram Aeromonas hydrophila, Enterobacte cloacae,
Escherichia coli.As leveduras utilizadas foram Candida tropicalis, Candida krusei.Os

fungos filamentos utilizados foram Colletotrichum musae,e 0 oomiceto Saprolegnia
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spp.O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 3

repeticoes.

Determinacéo da concentracdo inibitéria minima (CIM) através dométodo de

diluicdo em microplaca

Para 0s microrganismos sensiveis aos extratos de Trichoderma viride e
Trichoderma stromaticum,foram determinadas as concentra¢cBes minimas inibitdrias.
Primeiramente preparou-se os meios de cultura, sendo para bactérias o caldo Mueller-
Hinton e para os fungos o caldo Mueller-Hinton modificado pela adicdo de20 mg de
dextrose e 2 mg de azul de metileno.O in6culo foi preparado em solucéo salina 0,85%, e
ajustado sua turbidez conforme a solucdo padrdo de MacFarland 0,5 (108 UFC/mL). A
seguir, diluiu-se a suspensdo bacteriana 1:10 em caldo Muller-Hinton, obtendo-se como
indculo 10" UFC/mL para a suspenséo de levedura e fungos filamentosos diluiu-se 1:50
seguida da diluicdo 1:20 em caldo Muller Hinton modificado, obtendo-se um indculo de
10° UFC/mL. Foram distribuidos 100 pL do meio de cultura contendo os inéculos em
cada poco da placa de microdiluigéo, a seguir acrescentou-se 100 pL da solucéo de cada
extrato no primeiro poco, e apds a homogeneizagdo, transferiu-se até o quinto poc¢o
sucessivamente, obtendo-se as concentracfes finais de: 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12%. As
microplacas foram incubadasa temperatura de 35°C por 24h para bactérias, 28°C por 2
dias para leveduras e 7 dias para fungos filamentosos. A determinacdo do CIM consistiu
em analisar a placa, onde observou-se a menor concentracdo do extrato capaz de causar

inibicdo total e parcial do crescimento conforme as recomendagbes do manual da
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002; CLSI, 2003). Para auxiliar na
leitura dos resultados foi utilizado, uma solugé@o preparada com o corante resarzurina em
que a coloracdo rosa indica crescimento microbiano e a coloracdo azulada indica

auséncia de crescimento microbiano.

Teste in situ da banana

Para avaliar a eficiéncia dos extratos de Trichoderma spp. Foram utilizadas
bananas Prata and que foram adquiridas de um agricultor de produtos organicos na
regido oeste do Parana, no estadgio de maturacdo 1(verde). No preparo das frutas
utilizadas neste experimento, as pencas foram separadas em dedos e lavadas com
detergente e agua corrente, apos estarem secosforam desinfectados com borrifado de
hipoclorito de sddio(1,5%) e ap6s 15 minutos, lavados com agua destilada e esterilizada
e secas naturalmente. Para tanto separou-se 18 dedos das bananas sendo utilizadas 6
para cada tratamento, totalizando 3 tratamentos, com trés repeticdes. A inoculacao do
patogeno foi feito em 3 bananas de cada tratamento que consistiu na abertura de um
orificio, no centro dos dedos, de aproximadamente 3 mm de didmetro e 3 mm de
profundidade no epicarpo da fruta, com auxilio de um vazador e escalpelo, onde foi
inserido um disco de mesmo diametro que foi retirado da borda da coldnia do patégeno
desenvolvido em meio de cultura BDA + antibiotico cloranfenicol. Depois de 5 horas de
inoculacdo do patdgeno os dedos foram tratados com os extratos de Trichoderma viride
e Trichoderma stromaticum e o fungicida comercial (Manzate) respectivamente, sendo
gue uma foi o controle e as outras duas obtinham somente os extratos para posterior
teste sensorial. Seguindo o tratamento, os dedos foram colocados em bandejas plasticas,

previamente desinfetadas, para secagem, sendo posteriormente transferidos para outras
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bandejas forradas com papel de filtro, contendo um chumaco de algoddo,umedecido
com agua esterilizada e recoberta com filme plastico. Estas bandejas foram mantidas em
camaras de refrigeracdo a temperatura de 16°C e umidade relativa a 95%. Apds 8 dias
foram feitas as medicdes através da determinacdo do tamanho das lesdes, com auxilio
de um paquimetro analdgico e os quatro dedos com o inoculo foram descartados no
estagio 7 de maturacdo (amarelo com pontas marrom). O delineamento foi totalmente
casualizado, com trés repeti¢cbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia,

Anova.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivo pareado

No teste de pareamento entre 0s microrganismos Trichoderma viridee
Trichoderma stromaticum,contra Colletotrichum musae e Saprolegnia sp., observou-se
gue o antagonismo da Trichoderma spp. sobre os patdgenos foi estatisticamente
significativo. As duas espécies de Trichoderma apresentaram um crescimento rapido,
onde no 6° dia constatou-se o apice de seu crescimento micelial o qual ocupou mais de
55% das placas em relacdo aos patdgenos, onde através da porcentagem da inibi¢do do
crescimento foi calculada usando a formula: Porcentagem de Inibigdo = [(C — T)/C] x
100, onde; C= crescimento radial do controle; T= crescimento radial do tratamento
(MENTEL et al., 1976; SILVA et al., 2008), como pode ser observado na Tabela 1 em
relacdo as testemunhas (Colletotrichum musae e Saprolegnia), que tiveram seu
crescimento no inicio de forma lenta, mas que a partir do 6° dia tiveram seu crescimento

micelial de forma mais acelerada por ndo estar competindo por espaco ou nutrientes.
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Esta inibicdo, apontada neste trabalho, vem de encontro com resultados obtidos por
outros autores como Oliveira (2009) Ajith e Lakshmidevi (2010), indicando que o
parasitismo direto e outros mecanismos estdo envolvidos na acdo de antagonismo do
fungo do género Trichoderma como competicao e antibiose descrito por Fravel (2005).
Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os mesmos encontrados por
Bonett et al., (2013), onde o T. viride também antagonizou o C. musae em 57 e 50 %,
esta inibicdo ocorre devido ao antagonista ter um crescimento rapido sobre o patégeno,
muitas vezes pelo estimulo do préprio hospedeiro. Ainda segundo Bonett (2013), o
Trichoderma acaba vencendo o patégeno por competicdo, espago ou por nutrientes.
Conforme Louzada et al., (2009) as espécies de Trichoderma atuam como parasitas em
uma ampla gama de fitopatdgenos e como agentes usados no biocontrole de doencas de
plantas.

Conforme a Tabela 1, o T. stromaticum, assim como o T. viride, apresentou um
crescimento micelial onde estabilizou em relagdo ao patdgeno a partir do 6° dia. A
Saprolegnia € um oomiceto que infecta ovas de peixes causando perdas irreparaveis na
piscicultura, Larralde-Corona et al., (2008), afirma que os Trichoderma sp. séo capazes
de degradar micélio e microesclerédios de Macrophomina phaseolina, formando uma
estrutura em formato gancho que enrolando-se nas hifas do patégeno impede seu
crescimento, este formato pode explicar o resultado obtido, pois a Saprolegnia acaba
formando um chumaco de algod&o, segundo Siqueira (2004), pois as hifas desses
fungos crescem de tal maneira, para fora do corpo do peixe, que parecem amontoados
de algoddo. Silva et al., (2008) constataram no teste de pareamento que 0 antagonismo
exercido pelos isolados de T.stromaticum, T. viride e T. virens foi maior por

hiperparasitismo onde o T. stromaticum ocupou 52% na média de crescimento, este
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resultado vem confirmar o resultado deste trabalho onde a média de crescimento foi 57,
26% como podemos observar na Tabela 1.

Os gréaficos respresentados na Figura 1, mostram a velocidade do crescimento
micelial em (mm) dos antagonistas em relacdo aos patdgenos, podemos comprovar que
nas figuras A, B, C e D a testemunha comeca seu crescimento de forma lenta e que a
partirdo 6° dia, a velocidade aumenta devido a falta de competitividade por nutrientes e
espaco ao contrario dos antagonistas e patdgenos que competem entre Si.
Estatisticamente diferiram entre si, onde o valor de P foi avaliado pelo teste Statistica e
o valor de P avaliado pelo ANCOVA.

Nos testes de disco-difusdo os resultados para os 07 microrganismos
testadostiveram um menor halo de inibi¢do, comparando com o fungicida comercial, em
funcdo de ser o extrato bruto e asubstancia que esta inibindo este crescimento ainda ser
desconhecida, cabe aqui um estudo aprofundado sobre qual substancia esta causando
esta inibicdo e em que concentracdo. O teste de disco-difusdo dos extratos contra a
Saprolegnia foi significativo 0,05%, os extratos diferiram do controle demonstrando
assim,atividade antimicrobiana dos mesmos (Figura 2, grafico D). Entre as trés
concentracdes, a menor concentracdo (10%), teve resultado significativo sobre o C.
musae (Figura2, grafico H), entdo pode se dizer que, o efeito sobre o patégeno é
positivo. Este efeito em 10% e ndo nas concentracOes superiores pode ser explicado
pelo efeito paradoxal de antimicrobianos, como por exemplo, caspofungina onde o
aumento da concentracdo do antimicrobiano diminui a atividade do mesmo
(FERREIRA et al., 2009). Este trabalho difere de outros, pois foi usado o extrato rico
em metabolitos secundarios para inibi¢do dos patdgenos entre eles podemos citar: acido

harzianico, alameticinas, antraquinonas, azafilonas, daucanas, harzialactonas,
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bisorbicillinoides, butenolides, tricholina, glisopreninas, acido heptelidico, gliovirina,
pironas, tricotecenos, isocianatos, trichosetina, viridina, peptaiboles, entre outros,
enquanto a maioria dos trabalhos com Trichoderma spp. Utiliza-se dos micélios e
esporos desta espécie de antagonista.

A estatistica usada para os resultados foi a ANOVA e o teste de Tukey a 0,05%
com programa Statistica e quando ndo atingiu o pressuposto de homogeinidade de
variancia foi feito de variancia similar ndo paramétrico - Kruskal-Wallis, ANOVA.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi verificado a
atividade antimicrobiana dos extratos em 7 microrganismos sendo 3 bactérias, 2 fungos
filamentosos e 2 leveduras. A Tabela 2 apresenta os resultados de CIM para 0s extratos
de T. viride e T. stromaticum, onde podemos observar que para todos os
microrganismos 0s extratos tiveram resultadospositivos nas concentracdes testadas. O
extrato de T. stromaticum foi trés vezes mais eficiente do que o extrato de T. viride pois
observou-se 3,125% para todas as bactérias, isto aconteceu na E. coli também quando
seu MIC foi 6,25%, enquanto que o extrato de T. viride o CIM foi nas menores
concentracdes para leveduras diferentemente do extrato de T. stromaticum e ainda
mostrando sua eficiéncia para os fungos onde se destaca o C. musae na concentracao de
25%.

O CIM para fungos e bactérias de Oleos essenciais de Lauraceae foram
estudados por Simié et al., (2004), as menores concentracdes foram as que inibiram o
crescimento dos fungos, diferentemente dos resultados deste trabalho onde as menores
concentragOes inibiram o crescimento das bactérias e de fungo também. O extrato de
alho (Alliumsativum) foi testado sua atividade antifungica em microplacas, Testados em

frutos de espécie a familia Arecacea (Palmae) e usando metodologia de microdiluicéo
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em caldo, observou-se que a atividade antimicrobiana aumentou a diminuicdo da
polaridade dos extratos de Syagrus oleracea, este resultado foi devido a presenca de

acidos graxos (SILVEIRA et al., 2005).

O teste in situbanana foi avaliado e ndo foi observado o resultado esperado
devido a quantidade de réplicas que ndo foram suficientes. Como podemos observar na
Figura 3, o didmetro da lesdo de todos os tratamentos, ndo diferenciaram entre si, mas
diferenciram do controle, mesmo tendo temperatura e umidade controlada por BOD. O
indculo nas bananas ndo tiveram desenvolvimento conforme esperado, apenas em um
controle do tratamento Manzate fungida comercial, observou-se que o indculo C. musae
desenvolveu-se além do esperado impossibilitando a medicdo, que foram feitas com
auxilio de um paquimetro no 8° dia na maturacdo 7. As bananas apresentaram uma
aparéncia normal quandocomparada com a inoculacdo do patégeno, mostrando uma
lesdo com didmetro pequena. Ao avaliar a acdo de espécies de Colletotrichum isoladas
de diferentes frutas (PERES et al., 2002) observou que sete dias ap6s a inoculacao,
todas as frutas inoculadas apresentaram incidéncia de C. musae e as frutas inoculadas
com Colletotrichum acutatum e Colletotrichum spp. ndo apresentaram sintomas da
doencga comparadas aquelas inoculadas com isolados do hospedeiro de origem. Estes
resultados mostraram a especificidade e a importancia do C. musae como causador da
antracnose em bananeiras. Neste experimento, os resultados nédo diferiram entre si,

quando submetidos aANOVA, seguida de teste de Tukey a 0,5%.

CONCLUSAO

Ao final de todos os testes realizados com o0s extratos obtidos com T. viride e T.

stromaticum pode-se afirmar que estes extratos foram eficientes no controle das
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especies de bactérias, fungos e leveduras usadas neste trabalho.A determinacdoda
concentracdo inibitéria minima foipromissora principalmente para bactérias, indicando
a necessidade de experimentos adicionais e a necessidade de isolamento do composto
responsavel pela inibicdo. Os extratos demonstraram que para cada microrganismo a

inibicdo depende da concentracdo usada, por ser um extrato bruto.
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Tabela 1: Inibicdo do crescimento micelial dos antagonistas (%), Trichoderma viride e

Trichoderma stromaticum contra Colletotrichum musae e Saprolegnia sp. em cultivo
pareado.

% de inibicdo/dia (Escala de Bell)

Tratamentos 6° 8° 10°

C. musae X T. viride 40,85 56,88 56,88 (3)
C. musae X T. stromaticum 23,03 55,23 57,26 (3)
Testemunha* 59,08 69,2 89,37 (1)
Saprolegnia X T. viride 79,33 88,66 88,66 (1)
Saprolegnia X T. stromaticum 55,4 58,09 60,11 (3)
Testemunha** 69,05 88,3 89,26 (1)

* Colletotrichum musae; **Saprolegnia.
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Figura 1: Crescimento micelial (mm) dos fungos. (A) Trichoderma stromaticum,
Saprolegnia e testemunha; (B) Trichoderma viride, Saprolegnia e testemunha (C);

Colletotrichum musae, Trichoderma stromaticum e testemunha; (D) Trichoderma
viride, Colletotrichum musae e testemunha.



27

= EE
m s WO AETA0E00X
f‘zk.:z_x A m 4 FenmE o
2z
= -
- : /
z -
2= .
e LSTOMOI M B +
F= oam 2n ] vemzETean mamax E
2= e 2% n3E
e
= -
- L]
2 4
- L
- =
-
22
- as
W N SEEELT 28 VTN = Ve 2 05T A, A8 ETX F
md Rlapram 1 T 13
-
s
x4 L
an
L]
o] -
T yiride T sramaticum Cantrals T yiride T siramtien, Controle
Extratas Extratas
12
Y (01, G010 190 . o e LES13.0 1A A H
Rim QE453 . =% pTEzE
1.0 4
oz
-
J.1} -
s - -
"
o4 142 T T
. . T yiride T grramation, Comntrals
T yiride T siromericum  Controle
Extratas

Figura 2: Atividade antimicrobiana através do halo de inibigdo, dos extratos de

Trichoderma viride e Trichoderma stromaticum (A) Candida cruzei

albicans; (C) Colletotrichum musae

(B) Candida

(D) Saprolegnia; (E) Escherichia coli; (F)
Enterobacter cloacae (G) Aeromonas hydrophila (H) Colletotrichum musae.
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Tabela 2: Concentracdo inibitéria minima (MIC) de extrato diclorometanico de
Trichoderma viride para bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

MIC (em %)
Microrganismo Extrato T. viride Extrato T. stromaticum
Escherichia coli 25 3,125
Enterobacter cloacae 12,5 3,125
Aeromonas hydrophila 12,5 6,25
Candida albicans 6,25 50
Candida kruzei 25 3,125
Colletotricum musae 25 50
Saprolegnia 50 50
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Figura 3: Lesfes em bananas organicas (mm) no tratamento com o0s extratos de
Trichoderma viride e Trichoderma stromaticum, fungicida comercial Manzate e

Controle.
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Diretrizes para Autores

Formatacéo

O texto deve ser digitado em Microsoft Word (versdo 97-2003), justificado, em espaco

duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12.

O formato da pagina devera ser A4, com margens de 3 cm.

As paginas devem apresentar linhas numeradas sequencialmente (a numeracao € feita da

seguinte forma: layout da pagina / nimero de linhas / continuo).

Paginagéo

Os artigos devem ter, no maximo, 25 paginas, incluindo-se as referéncias, figuras e

tabelas.
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As comunicagdes devem ter, no maximo, 15 paginas, incluindo-se as referéncias,

figuras e tabelas.

Idioma

A Revista Ceres aceita a submissao e publica artigos nas linguas portuguesa, inglesa e
espanhola. A partir de 2016, independentemente do idioma em que o artigo tenha sido
submetido, pelo menos 50% dos artigos serdo publicados em inglés, cabendo a
Comissao Editorial decidir quais artigos de um fasciculo deverao ser publicados nessa
lingua. A Comisséo Editorial utilizara como critérios decisérios a abrangéncia global do
tema abordado e 0 aumento da visibilidade da ciéncia brasileira. Uma vez escolhidos os
artigos que serdo publicados em inglés, caso eles tenham sido submetidos em lingua
diferente, cabera aos autores providenciar sua tradugdo e enviar o texto traduzido para a
revista, acompanhado do certificado de traducdo emitido pelo responsavel, num prazo

méaximo de um meés.

Serdo aceitas tradugfes/versdes das seguintes pessoas fisicas ou juridicas:

Pessoas fisicas:
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(Portugués/Inglés — Inglés/Portugués)

Evelyn Jardim de Oliveira - evelyn_jardim@yahoo.com.br

Leonardo Francisco Ferreira - leonardo.fferreira@hotmail.com

(Portugués/Espanhol — Espanhol/Portugués)

Leidy Yibeth Deantonio Florido - leidydeflo@gmail.com

Pessoas juridicas:

www.journalexperts.com

WWW.WSIF-0ps.com



www.journaleditorsusa.com

http://www.queensenglishediting.com/

www.canalpage.com

http://www.editage.com.br/manuscriptediting/index.html

http://webshop.elsevier.com/languageservices/

http://www.proof-reading-service.com

http://www.academic-editing-services.com/

http://www.publicase.com.br/formulario.asp

http://www.stta.com.br/servicos.php

http://americanmanuscripteditors.com/
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Autoria

Os artigos e comunicacdes devem ter, no maximo, seis autores.

Sec0Oes de Artigos e Comunicacdes

Titulo

Devera ter no maximo 20 palavras, centralizadas e em negrito. Apenas a primeira
palavra com a letra inicial em mailscula e as demais em mindscula, exceto em casos
pertinentes (p. ex., nomes cientificos; Phaseolus vulgaris). Se necessario, introduzir nota

de rodapé, ao seu final, usando algarismo arabico sobrescrito. (veja o item rodapé)

Nomes dos autores

Os nomes dos autores devem ser listados, sem abreviacdes, em sequéncia, separados por
virgula, centralizados abaixo do titulo, aplicando-se itélico, utilizando-se letras
mailsculas/ mindsculas. Para cada autor devera ser colocada uma nota de rodapé. O

autor correspondente sera sempre aquele que submeter o artigo.



37

Exemplo:

Maria Célia da Silva*2, Antdnio José da Silva3, Ana Maria da Silva4, Simone da Silva

Fonseca5

Rodapé

A primeira nota deve fornecer informacdes sobre o trabalho (se foi extraido de tese,

dissertacdo, etc., e fonte financiadora) e as demais, informacdes sobre a afiliacdo de

cada um dos autores, obedecendo a seguinte ordem: Instituicdo, departamento (quando

houver), cidade, estado, pais e e-mail. N&o utilizar abreviacGes para nenhuma

informacao do rodapé.

Exemplo:

1Este trabalho é parte da dissertacdo de mestrado da primeira autora.

2 Universidade Federal de Vigosa, Departamento de Fitopatologia, Vigosa, Minas

Gerais, Brasil. maria@ufv.br

3 Universidade Federal de Vigosa, Departamento de Fitopatologia, Vigosa, Minas

Gerais, Brasil. antonio@ufv.br
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4 Universidade Federal de Vigosa, Departamento de Fitopatologia, Vigosa, Minas

Gerais, Brasil. ana@ufv.br

5 Universidade Federal de Vigosa, Departamento de Fitopatologia, Vicosa, Minas

Gerais, Brasil. simone@ufv.br

*Autora para correpondéncia: maria@ufv.br

Resumo

A palavra "RESUMO" deve ser escrita em letras maiusculas, alinhada a esquerda e ter
aplicacdo de negrito. Essa se¢do deve conter no maximo 250 palavras e ter apenas um
paragrafo. O texto do resumo deve conter, em linhas gerais, a hipotese, 0s objetivos,
material e métodos utilizados, resultados expressivos alcancados e a conclusdo. O

resumo deve ser iniciado na linha subsequente ao titulo dessa se¢éo.

Palavras-chave

As palavras-chave devem ter um nimero minimo de trés e maximo de seis palavras e
devem ser citadas em paragrafo subsequente ao resumo. Devem ser grafadas com inicial
minuscula (exceto os nomes cientificos) e separadas por ponto e virgula,

preferencialmente sem repetir palavras contidas no titulo do trabalho.
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Abstract /Resumen

A palavra "ABSTRACT" deve ser escrita em letras maidsculas, alinhada a esquerda e
ter aplicacdo de negrito. Na linha subsequente, deve-se inserir o titulo (em inglés ou
espanhol) centralizado e com aplicacdo de negrito. O Abstract e 0 Resumen devem

corresponder ao resumo.

Key words / Palabras clave

As “Key words” devem ser citadas em paragrafo subsequente ao “Abstract” e ser

separadas por ponto e virgula. Devem corresponder as palavras-chave.

Introducdo

O titulo dessa se¢do, "INTRODUGAOQ", deve ser escrito em letras maitsculas, alinhado

a esquerda. A introducdo deve ater-se ao problema do trabalho em pauta, situando o

leitor quanto a sua importancia, hipotese da pesquisa e 0s objetivos, estando estes

ultimos claramente expressos ao final da introducao.
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Material e Métodos

O titulo dessa se¢do, "MATERIAL E METODOS", deve ser escrito em letras
maiulsculas, alinhado a esquerda. A secdo "Material e Métodos" deve ser redigida com
detalhes suficientes para que o trabalho possa ser repetido. A Revista CERES requer
que estejam especificados no artigo os procedimentos estatisticos, incluindo: o
delineamento utilizado, o nimero de repeticdes e a técnica estatistica empregada.
Quando nédo houver delineamento, o artigo deve descrever claramente como foi feita a
conducdo da pesquisa, e qual a técnica estatistica utilizada para a anélise dos dados.
Quando os tratamentos se constituirem de fatores quantitativos com trés ou mais niveis,
as variaveis de resposta devem ser submetidas a analise de regressao. Se for de interesse
comparar o0s niveis com o padrdo ou testemunha, o teste adotado deve ser o Dunnett.
Casos excepcionais serdo avaliados pela Comissao Editorial. Trabalhos envolvendo
experimentacdo animal ou humana devem explicitar no primeiro paragrafo o protocolo
de aprovacdo do Comité e Etica em Experimentacio Animal ou Comité de Etica em

Pesquisa com Seres Humanos

Resultados e Discussdo

O titulo da secéo, "RESULTADOS E DISCUSSAQ", deve ser escrito em letras

maiusculas, alinhado a esquerda. O texto deve ser claro e conciso, apoiado na literatura

pertinente. Resultados e Discussao séo se¢des que podem vir juntas ou separadas.



41

Obs: As secdes Material e Métodos e Resultados e Discussdo poderdo conter subsecdes,
indicadas por subtitulos escritos em italico e negrito, iniciados por letra maiuscula e

centralizados.

Conclusotes

O titulo da secio "CONCLUSOES" deve ser escrito em letras maitsculas, alinhado a

esquerda. As conclusdes devem ser concisas e derivadas dos dados apresentados e

discutidos.

Referéncias

O titulo da secio "REFERENCIAS" deve ser escrito em letras maitsculas, alinhado a

esquerda. As referéncias devem ser listadas por ordem alfabética. Seguem os exemplos:

a) Artigos de periodicos:
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Anselme KL (2000) Review: Osteoblast adhesion on biomaterials. Biomaterials,

21:667-681.

Davies JE & Baldan N (1997) Scan electron microscopy of the bone-bioactive implant

interface. Journal of Biomedical Material Research, 36:429-440.

Conz MB, Granjeiro JM & Soares GA (2005) Physicochemical characterization of six
commercial hydroxyapatites for medical-dental applications on bone graft. Journal of

Applied Oral Sciences, 13:136-140.

b) Livros:

Orefice RL, Pereira MM & Mansur HS (2006) Biomateriais: Fundamentos e aplicagoes.

3% ed. Rio de Janeiro, Cultura Médica. 538p.

c) Capitulos de livros:

Costa EF, Brito RAL & Silva EM (1994) Célculos e manejo da quimigag&o nos
sistemas pressurizados. In: Costa EF, Vieira RF & Viana PA (Eds.) Quimigagao:
Aplicacdo de produtos quimicos e bioldgicos via irrigacdo. Brasilia, EMBRAPA. p.183-

200.
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d) Trabalhos em anais de congresso:

Junqgueira Netto A, Sediyama T, Sediyama CS & Rezende PM (1982) Analise de
adaptabilidade e estabilidade de dezesseis cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
em seis municipios do sul de Minas Gerais. In: 12 Reunido Nacional de Pesquisa de

Feijao, Goiania. Anais, EMBRAPA/CNPAF. p.47-48.

e) Teses e dissertacdes:

Wutke EB (1998) Desempenho do feijoeiro em rotagdo com milho e adubos verdes.
Tese de Doutorado. Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", Piracicaba.
146p.

f) CD-ROM:

Franca MHC & Omar JHDH (2004) Estimativa da funcéo de producdo do arroz no

estado do Rio Grande do Sul: 1969 a 1999. In: 2° Encontro de Economia Galicha, Porto

Alegre. Anais, FEE. CD-ROM.

g) Internet:

Darolt MR & Skora Neto F (2002) Sistema de plantio direto em agricultura organica.

Disponivel em:
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<http://www.iapar.br/arquivos/File/zip_pdf/agroecologia/publicacoes/plantorganico200

2.pdf>. Acessado em: 23 de abril de 2009.

h) Boletim técnico:

Bastos DC, Scarpare Filho JA, Fatinansi JC, Pio R & Spoésito MB (2004) A cultura da

lichia. Piracicaba, DIBD/ESALQ. 23p. (Boletim técnico, 26).

i) Programas estatisticos:

R development core team (2010) R: A Language and environment for statistical

computing. Vienna, R Foundation for Statistical Computing. Disponivel em: . Acessado

em: 01 de janeiro de 2012.

SAS Institute Inc. (2002) Statistical Analysis System user's guide. Version 9.0. Cary,

Statistical Analysis System Institute. 513p.

Universidade Federal de Vigosa (2007) SAEG: Sistema para Analises Estatisticas e

Genéticas. Versao 9.1. Vicosa, Fundacdo Arthur Bernardes. CD-ROM.

J) Legislacdo:
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Brasil (2000) Instrucdo Normativa n® 01, de 07 de janeiro de 2000. Regulamento
técnico geral para fixacdo dos padrfes de identidade e qualidade para polpa de fruta.

DOU, 10/01/2000, Secéo 1, p.259.

Brasil (2001) Resolugdo RDC n. 12, de 02 janeiro de 2001. Aprova o Regulamento
técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos. DOU, 02/01/2001, Secéo 1,

p.174.

No texto, citar as referéncias nos formatos: (Autor, Ano), (Autor & Autor, Ano), (Autor
et al., Ano) ou (Silva, 1999; Arariki & Borges, 2003; Santos et al., 2007), sempre em
ordem cronoldgica ascendente. A referéncia deve ser citada ao final de um periodo que
expresse uma idéia completa. Quando os nomes dos autores forem parte integrante do
texto, menciona-se a data da publicacdo citada entre parénteses, logo apds o nome do
autor, conforme exemplos: Fontes (1999), Borges & Loreno (2007), Batista et al.

(2005).

Citacdo de citacdo

Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o documento original. Entretanto,
nem sempre é possivel. Nesse caso, pode-se reproduzir informacdo ja citada por outros
autores. Pode-se adotar o seguinte procedimento: no texto, citar o sobrenome do autor

do documento nédo consultado com o ano de publicacédo, seguido da expressao citado
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por e o sobrenome do autor do documento consultado com o ano de publicagéo; na

listagem das referéncias deve-se incluir a referéncia completa da fonte consultada.

Comunicacéo pessoal

Né&o faz parte da lista de referéncias, sendo colocada apenas em nota de rodapeé. Coloca-
se 0 sobrenome do autor seguido da expressao “comunicagdo pessoal”, a data da

comunicacgdo, nome, estado e pais da Instituicdo ao qual o autor € vinculado.

Financiamento e apoio

Os autores devem informar se receberam financiamento ou apoio de instituicGes de

incentivo a pesquisa.

Normas para figuras e tabelas
As figuras e tabelas devem ser posicionadas apds as referéncias, uma em cada pagina, e
ser numeradas com algarismos arabicos, ficando a legenda posicionada abaixo nas

figuras e acima nas tabelas.

Figuras e tabelas ndo devem repetir os mesmos dados. Figuras submetidas em formato
eletrénico devem apresentar resolugdo minima de 300 dpi, em formato JPG. Toda
ilustracdo que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a

fonte (autor, data) de onde foi extraida.
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A referéncia bibliografica completa relativa a fonte da ilustracdo deve figurar na se¢édo
Referéncias. As despesas de impresséo de ilustracfes coloridas correrdo por conta dos

autores.

Tabela

O termo refere-se ao conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas.
Deve ser construida apenas com linhas horizontais de separacéo no cabecalho e ao final
da tabela. A legenda recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de

ordem em algarismo arabico e € referida no texto como Tabela.

Figura

O termo refere-se a qualquer ilustracdo constituida ou que apresente linhas e pontos:

desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. Os desenhos, gréaficos, etc.

devem ser bem nitidos. As legendas recebem inicialmente a palavra Figura, seguida do

namero de ordem em algarismo arébico e é referida no texto como Figura.

DECLARACAO DE ORIGINALIDADE E CESSAO DOS DIREITOS AUTORAIS
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Esta declaracdo ¢ de envio obrigatorio e devera ser anexada em “documentos
suplementares”. Ela devera ser impressa, assinada por todos os autores e digitalizada.
Caso nao seja possivel enviar um unico documento com as assinaturas de todos 0s
autores, podera ser enviada uma declaracéo para cada autor. Assinaturas eletronicas ndo

serdo aceitas. Modelo da declaracao.

Condic¢bes para submissdo
Como parte do processo de submisséo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes

que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

A contribuicdo € original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacdo por outra

revista;

O arquivo da submissdo esta em formato Microsoft Word, versdo 97-2003;

URLs para as referéncias foram informadas quando possivel.

O texto estd em espaco duplo e a fonte é Times New Roman, tamanho 12;
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O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes

para Autores, na pagina Sobre a Revista.

Tabelas, figuras e equaces estdo em formato JPG, 300dpi, e iseridas apos as

Referéncias, uma em cada pagina;

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0s

servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras

finalidades ou a terceiros.

ISSN: 2177-3491



