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RESUMO

A propolis é amplamente conhecida por seus efeitos antimicrobianos e utilizada na area
de saude humana, vem sendo testada no controle a doencas de plantas, porém ainda sdo
poucas as informacdes sobre sua eficiéncia. Com isso, esse trabalho teve por objetivo
avaliar a acdo do extrato etanolico de prépolis (EEP) sobre os fitopatdgenos do trigo
Pyricularia grisea (brusone), Fusarium graminearum (giberela), Bipolaris sorokiniana
(helmintosporiose) e Puccinia triticina (ferrugem do trigo), doencas fungicas que afetam
a cultura do trigo e ocasionam perdas significativas na produtividade da cultura. O EEP
foi obtido por maceracdo por 15 dias em etanol 70%. Sobre os fitopatdgenos foram
avaliadas as concentragdes de 0, 0,1, 0,5, 1 e 2%, onde foi avaliado o crescimento micelial
das coldnias, com excecdo da ferrugem, onde foi avaliada a germinacdo de esporos e
tamanho dos tubos germinativos, por se tratar de patdgeno biotrofico. Em experimento
sob casa de vegetacdo, foi avaliada a atividade das enzimas peroxidases e
polifenoloxidases em plantas de trigo submetidas a aplicagéo das concentracgdes de 0, 0,1,
0,5, 1 e 2% de EEP e nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apés aplicacdo. O EEP
apresentou efeito inibitério dose-dependente sobre os fungos Pyricularia grisea,
Fusarium graminearum, Bipolaris sorokiniana e Puccinia triticina, embora ndo houve
inibicdo total do crescimento. Para peroxidases e polifenoloxidases ndo houve efeito
significativo (p<0,05) pela aplicacdo da prépolis nas diferentes concentracdes e tempos
analisados. Os resultados demonstram o potencial da prépolis no controle de doencas do

trigo, bem como a importancia de maior compreenséo em estudos a campo.

Palavras-chave: Triticum aestivum, inducdo de resisténcia, doencas fungicas,

derivado apicola.



ABSTRACT

Propolis is widely known for its antimicrobial effects and used in the area of human
health, it has been tested in the control of plant diseases, but there is still little information
about its efficiency. Thus, this study aimed to evaluate the action of propolis ethanolic
extract (EEP) on wheat phytopathogens Pyricularia grisea (brusone), Fusarium
graminearum (hence), Bipolaris sorokiniana (helminthosporiosis) and Puccinia triticina
(wheat rust), fungal diseases that affect the wheat crop and cause significant losses in crop
productivity. The EEP was obtained by maceration for 15 days in 70% ethanol. Regarding
the phytopathogens, concentrations of 0, 0.1, 0.5, 1 and 2% were evaluated, where the
mycelial growth of the colonies was evaluated, with the exception of rust, where the
germination of spores and the size of the germ tubes were evaluated, because it is a
biotrophic pathogen. In an experiment under a greenhouse, the activity of peroxidases
and polyphenoloxidases enzymes was evaluated in wheat plants submitted to the
application of concentrations of 0, 0.1, 0.5, 1 and 2% of EEP and in times of 0, 24, 48, 72
and 96 hours after application. EEP showed a dose-dependent inhibitory effect on
Pyricularia grisea, Fusarium graminearum, Bipolaris sorokiniana and Puccinia triticina,
although there was no total growth inhibition. For peroxidases and polyphenoloxidases
there was no significant effect (p<0.05) by the application of propolis in the different
concentrations and times analyzed. The results demonstrate the potential of propolis in
controlling wheat diseases, as well as the importance of greater understanding in field
studies.

Keywords: Triticum aestivum, induction of resistance, fungal diseases, bee derivative.
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1 INTRODUCAO

Na protecdo de plantas contra doencas, pragas e plantas daninhas, tem chamado
atencdo e demandado crescente busca por alternativas sustentaveis que reduzam o uso de
produtos quimicos, visto que, fungicidas, apesar de eficientes para determinados
fitopatdgenos em um curto periodo de tempo, podem ser pouco eficientes a longo prazo
e ainda induzir a selecdo de individuos resistentes, além de promover contaminagdes
ambientais e alimentares devido aos residuos deixados (SCHWAN-ESTRADA et al.,
2000).

O extrato etandlico de propolis, ja bastante conhecido por seus efeitos
antimicrobiano (LONGHINI et al., 2007), citotéxico e anti-inflamatério (PEREIRA et
al., 2002) vem sendo estudado como um produto alternativo de controle a doengas de
plantas. Apesar de ser utilizado com frequéncia em tratamentos de seres humanos, pouco
se sabe sobre seu potencial uso para a agricultura (YANG et al., 2011). Algumas
pesquisas apontam que o extrato apresenta resultados significativos no controle a doencas
em algumas culturas, no caso do trigo (Triticum aestivum L.) as informacdes ainda séo
escassas, ndo se sabe quais os efeitos exercidos sobre os patdgenos e nem se é capaz de
induzir resisténcia na planta.

Culturas como o trigo enfrentam problemas severos com a incidéncia de doencas
que, quando ndo controladas, podem causar perdas expressivas na producdo e na
qualidade dos grdos. Algumas das principais doencas que acometem a parte aérea da
cultura sdo brusone (Pyricularia grisea), giberela (Fusarium graminearum),
helmintosporiose (Bipolaris sorokiniana) e ferrugem do trigo (Puccinia triticina),
doengas de dificil controle e fortemente danosas (REIS; CASA, 2016).

A doenca causada pelo fungo Pyricularia grisea, conhecida como brusone afeta
as espigas e aparece em forma de lesBes escuras sobre as raquis, indicando o ponto de
infeccdo do fungo, causando o branqueamento da espiga a partir do local de infec¢do em
direcdo as pontas, isso acontece devido a morte dos tecidos. Podem aparecer lesdes
elipticas de coloracdo acinzentada sobre a face superior das folhas de plantas
contaminadas (REIS; CASA, 2016).

A giberela (Fusarium graminearum) infecta a flor, se espalhando por toda a

espiga, podendo nem permitir a formagdo da mesma em casos severos. Se a colonizagéo
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for lenta, os graos podem apresentar defeitos como enrugamento, grdos chochos, asperos
e réseos. Nas espiguetas, o fungo provoca anasarca, ocasionando a despigmentacao das
mesmas, apresentando um aspecto esbranqui¢ado ou cor de palha. Outra caracteristica
bastante conhecida da doenca é o arrepiamento das aristas. As condi¢des que favorecem
a doenca sdo clima umido e quente e sua disseminacéo se da através do vento, respingos
de chuva, restos culturais e sementes contaminadas (REIS; CASA, 2016).

A helmintosporiose (Bipolaris sorokiniana), também chamada de mancha
marrom, causa lebes necrdticas de coloracdo parda nas folhas, sendo nas regides mais
frias com coloragdo mais escuras e de formato retangular e, em regiGes mais quentes, de
coloracdo cinza e elipticas. Nas sementes infectadas, pode-se observar a ponta do
escudete de coloracdo escura. As condic¢des que favorecem a doenca séo clima mido e
temperaturas acima dos 18°C; sua disseminacao se da atraves do vento, restos culturais,
respingo de chuva e sementes contaminadas (REIS; CASA, 2016).

A ferrugem da folha do trigo (Puccinia triticina), apresenta um sintoma bastante
caracteristico, que sdo pontuacdes de coloracdo amarelo-alaranjada na face superior da
folha chamadas de uredinios. As condi¢des que favorecem a doenca sdo temperaturas na
faixa dos 20°C e mais de 6hs de molhamento foliar e sua disseminacdo se da através de
plantas voluntarias (REIS; CASA, 2016).

Por ser um produto de féacil acesso aos produtores, além de ter seu preparo,
armazenamento e modo de usar simplificado, a propolis favorece a realizacdo de
producdes de base ecoldgica, possibilitando a producado, de forma eficiente, de culturas
como o trigo, que demandam aplicacGes constantes de pesticidas para o controle de
patdgenos.

Com isso, esse trabalho teve por objetivo avaliar o potencial do extrato etandlico
de prépolis no controle destas quatro doengas fungicas, citadas anteriormente, que afetam
a cultura do trigo e ocasionam perdas significativas na produtividade da cultura, além de
verificar o efeito do extrato na inducdo de enzimas relacionadas a defesa vegetal em

plantas de trigo.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia e em casa de
vegetacdo na Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS, campus Laranjeiras do Sul
- PR.

A obtencéo da propolis foi a partir de apiarios da regido de Laranjeiras do Sul-PR.
Foi utilizada a propolis marrom produzida por abelhas Apis mellifera. Para obtengéo do
extrato, primeiramente foi realizada a retirada de impurezas, e em seguida adicionado
alcool etilico P.A. 70%, sendo a proporc¢éo de propolis e alcool de 16:84% (peso/volume),
respectivamente (PEREIRA et al., 2008). Apos a mistura dos componentes, 0 extrato foi
mantido em repouso por 15 dias, sendo a seguir filtrado em papel quantitativo. Esse foi
considerado o extrato etandlico a 100%. A partir desse extrato foram preparadas as
concentracgdes de 0, 0,1, 0,5, 1 e 2% que foram utilizadas nos bioensaios, utilizando agua
destilada nas diluicGes.

Para brusone, giberela e helmintosporiose, os patégenos foram obtidos através de
plantas de trigo com sintomas das respectivas doencas, isolados em meio de cultura agar-
agua a 2% em placas de Petri e posteriormente cultivadas em meio BDA (batata-
desxtrose-agar) e incubadas a 25°C em escuro.

A atividade antifungica do extrato sobre os patdgenos Pyricularia grisea,
Fusarium graminearum e Bipolaris sorokiniana foi avaliada por meio do crescimento
micelial das colbnias, onde o extrato etandlico de prépolis foi incorporado aos meios de
cultura BDA (Batata Dextrose Agar), apos estes serem autoclavados, e vertidos em placas
de Petri, j& homogeneizados. Ap6s o0 preparo do meio de cultura, foi realizada a
transferéncia de um disco de micélio de 7 mm de didmetro, obtido a partir de col6nias
com 14 dias para a parte central da placa. As placas foram incubadas a 25°C em escuro.
As medicdes foram feitas através da afericdo do diametro médio das colbnias a cada trés
dias, até que as maiores col6nias atingissem cerca de % da placa. Com os dados obtidos
foi calculada a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM), através da
formula AACCM = X [((yl + y2)/2)*(t2-t1)], onde y1l e y2 séo duas avaliagdes
consecutivas realizadas nos tempos t1 e t2, respectivamente. Ao final do experimento foi
preparada uma suspenc¢do de esporos de cada coldnia, para quantificar a producdo de
esporos. Para tanto foram adicionados 10 mL de agua destilada na placa de Petri contendo
os isolados fungicos, seguido de raspagem da colénia com auxilio de al¢a de Drygalski.
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O material foi filtrado em gaze e a concentracdo de esporos na suspensdo obtida foi
determinada com auxilio de cAmara de Neubauer.

Para Puccinia triticina, agente causal da ferrugem da folha do trigo, foram
preparados testes de germinacdo de esporos e medicdo do tamanho dos tubos
germinativos, por se tratar de um patdgeno biotréfico sem crescimento em meio de
cultura. Primeiramente, foi feito o preparo da suspensdo de esporos atraves da raspagem
de folhas com sinais da doenca, com auxilio de um pincel para a remocdo dos
uredosporos, transferindo para um béquer com 10 ml de 4gua destilada. Com a suspenséo
obtida, foi ajustada a concentragdo de ureddsporos em camara de Neubauer, para 1 x 10*
esporos/ mL. Para implantacdo do experimento, foram preparadas laminas de microscopia
cobertas com meio agar-agua 2%. Sobre cada lamina foi adicionado 30 pL de suspenséao
de esporos e 30 uL do respectivo tratamento. Em seguida, foi feita a incubagdo em placas
de Petri de plastico, depositadas sobre papel de germinacdo umedecido, tampadas e
mantidas a 25°C, no escuro. Para a avaliagdo da porcentagem de germinacéo, foi realizada
a paralizacdo da germinacgdo ap06s 6 horas de incubacdo, com 10 pL de azul algod&o de
lactofenol, seguido de observacdes em microscopio, sendo feito a contagem de 100
esporos para a determinacdo da porcentagem (%) de esporos germinados. Foram
considerados como esporos germinados aqueles com tubo germinativo maiores que o
menor didmetro do esporo. Para a avaliacdo do tamanho dos tubos germinativos, foram
medidos 10 esporos com régua microscopica, em aumento de 100x.

Para avaliacdo de enzimas relacionadas a defesa vegetal, foi implantado
experimento em casa de vegetacdo. Para tanto, sementes da cultivar de trigo cv. CD 104
foram semeadas em vasos contendo mistura de solo e composto organico na proporgéo
de 3:1 v/v respectivamente. Os tratamentos foram aplicados através de pulverizacdo até
ponto de escorrimento, aos 30 dias apds a semeadura. Para realizacdo das analises
bioguimicas, as amostras de tecido foliar de aproximadamente 0,5 g, foram coletadas nos
tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apds a aplicacdo dos tratamentos. As amostras foram
imediatamente armazenadas separadamente em temperatura de -20°C. Para quantificacéo
da atividade enzimatica, as amostras foram homogeneizadas em 3 mL de tampéo fosfato
0,01 M (pH 6,0) contendo 1% (p/p) de PVP (polivinil-pirrolidona), em almofariz de
porcelana. O homogeneizado foi centrifugado a 14.500 g durante 20 min a 4°C. O
sobrenadante obtido, considerado como extrato enzimético, foi utilizado para a
determinacdo da atividade enzimética. Todo material empregado ficou mantido

congelado a -20°C até a realizacdo das andlises, ficando refrigerados durante todo o
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processo. Foram determinadas a atividade das enzimas peroxidases e polifenolxidases. A
atividade das polifenoloxidases foi determinada conforme a metodologia proposta por
Duangmal e Apenten (1999). Para tanto, o substrato para enzima foi composto por
catecol, na concentracdo de 20 mM, dissolvido em tampéo fosfato de potassio 100 mM
(pH 6,8). A reacdo foi conduzida misturando-se 1000 uL do substrato e 20 uL do extrato
enzimético seguida de leituras em espectrofotdmetro, a 420 nm. As leituras foram
realizadas de forma direta por um periodo de 1 min. Os resultados foram expressos em
absorbancia min-1 mg de proteina-1. A atividade de peroxidases foi determinada pela
medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol (LUSSO; PASCHOLATTI, 1999), a
470 nm, sendo a mistura constituida de 0,2 ml de extrato proteico e 2,8 ml do substrato
para enzima (306 pL de peroxido de hidrogénio P.A., 12,5 ml de guaiacol a 2% e 87,5 ml
de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0), conduzida a 30°C por 1 min. Para polifenoloxidase
mediu-se a oxidacdo do catecol em quinona por 1 minuto a 420 nm (DUANGMAL,;
APENTEN, 1999).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e analise de regressdo, com

auxilio do programa computacional Sisvar (FERREIRA, 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ATIVIDADE DIRETA SOBRE FITOPATOGENOS

O extrato etandlico de prépolis promoveu a inibicdo significativa no crescimento
micelial do fungo Pyricularia. grisea (Figura 1), Fusarium graminearum (Figura 2) e
Bipolaris sorokiniana (Figura 3). A equacgéo linear foi significativa e a que mais se ajustou
aos dados para ambos os fitopatdégenos sendo, para Pyricularia grisea (y= -0,5281x +
3,1277), para Fusarium graminearum (y= -0,5191x + 3,1986) e para Bipolaris
sorokiniana (y= 4,9042 — 0,6447x), indicando que houve aumento na atividade com o
aumento na concentracdo do extrato em todos os casos. O tratamento com extrato
etanolico de propolis a 2% apresentou reducdo de 35,77% no crescimento micelial do
fungo P. grisea, quando comparado ao tratamento a 0%. Para o fungo F. graminearum
0s resultados seguiram a mesma tendéncia, com reducdo de 34,06% no crescimento
micelial na concentracdo de 2,0%, em relacdo ao tratamento a 0,0%, assim como para B.
sorokiniana, onde a concentracdo a 2% apresentou reducdo de 26,3% no crescimento

micelial do fungo, quando comparado ao tratamento a 0%.
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Figura 1 - Crescimento micelial de Pyricularia grisea em diferentes concentracdes do

extrato etanolico de préopolis apds nove dias de incubacéo.
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Figura 3 - Crescimento micelial de Bipolaris sorokiniana em diferentes concentragcdes do
extrato etanolico de propolis ap6s nove dias de incubacao.

Para a AACCM (Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial), os resultados
obtidos foram semelhantes, apresentando inibi¢do no crescimento das coldnias tanto para
Pyricularia grisea (Figura 4), quanto para Fusarium graminearum (Figura 5) e Bipolaris
sorokiniana (Figura 6), conforme o aumento da concentracdo do extrato. A AACCM ¢
um valor adimensional que considera a integral das diferentes avaliacbes durante o
desenvolvimento do patdgeno. Para o fungo P. grisea, o tratamento com extrato etandlico
de propolis a 2% apresentou reducao de 33,06% no valor de AACCM, em compara¢do
ao tratamento com 0% do extrato. Ja para o fungo F. graminearum, a reducéo foi de
40,32%, quando comparados 0s mesmos tratamentos e para B. sorokiniana, a reducao foi

de 27,5%, comparado ao tratamento de concentracdo 0%.
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Figura 4 - Area Abaixo da Curva do Crescimento Micelial (AACCM) de Pyricularia

grisea em diferentes concentracdes do extrato etanolico de prépolis

351

30 4
25_
20 4

15 -

AACCM

10 | y =-5,5209x + 30,197
R?=0,917

D T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

Concentragdo de popolis (%)
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Figura 6 - Area Abaixo da Curva do Crescimento Micelial (AACCM) de Bipolaris
sorokiniana em diferentes concentragdes do extrato etanolico de propolis.

As colbnias dos fungos P. grisea, F. graminearum e B. sorokiniana néo
apresentaram producdo de esporos nas condi¢es do experimento, independentemente da
presenca ou ndo do extrato etanolico de prépolis.

Diversos estudos da prépolis demonstraram efeito sobre bactérias como
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Escherichia coli, entre outras, que podem
ocasionar danos a saude humana (VARGAS et al., 2004). No entanto, alguns estudos
mais recentes tém demonstrado efeito sobre alguns patégenos de plantas como
Colletotrichum spp., causador da antracnose, na cultura do abacateiro (DA SILVA et al.,
2019), Penicillium sp., fungo que provoca deterioragdo em Sementes armazenadas,
afetando sua qualidade fisiologica (SOUZA et al., 2017).

O extrato etanolico de propolis apresentou inibicdo na germinacdo de esporos da
ferrugem da folha do trigo (Figura 7). Inibicdo significativa j& observada a partir da
concentracéo de 0,1%, tendendo a estabilizar em maiores concentra¢des. Na concentragdo
de 0,1%, a reducao foi de 39,65% e a 2% do extrato, a reducéo foi de 80,36% em relacdo

ao tratamento sem o extrato.
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Figura 7 - Germinacdo de esporos de Puccinia triticina apds 6 horas de incubacdo, em

diferentes concentracGes do extrato etandlico de propolis.

O extrato também apresentou resultados significativos na reducdo dos tamanhos
dos tubos germinativos do agente causal da ferrugem da folha do trigo (Figura 8), com
inibicdo ja ocorrendo a partir da concentracdo a 0,1%. Comparando com a testemunha,
os tamanhos dos tubos germinativos reduziram 84,92% com a concentracdo a 0,1% do
extrato. J& no tratamento a 2,0%, a reducdo foi de 73,75%, quando comparado a

testemunha a 0,0%.
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Figura 8 - Tamanho dos tubos germinativos de esporos de Puccinia triticina apds 6 horas

de incubag&o, em diferentes concentracfes do extrato etanolico de propolis.
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Os principios ativos presentes na propolis demonstraram a capacidade de inibicdo
sobre os ureddsporos da ferrugem, afetando sua germinacdo e o tamanho do tubo
germinativo. Tal resultado é importante, pois a ferrugem pertence ao grupo de fungos dos
basidiomicetos, comprovando que a propolis apresenta efeitos inibitorios significativos
sobre diferentes grupos fangicos, como ocorre com P. grisea, F. graminearum e B.
sorokiniana, que pertencem ao grupo dos ascomicetos. Como néo houve inibicao total da
germinacdo e desenvolvimento dos tubos, o efeito do extrato etandlico de prépolis nas
concentragdes testadas mostrou-se fungistatico e ndo fungicida. Embora ndo tenha sido
observada inibicdo total do desenvolvimento dos tubos germinativos, possivelmente o
efeito observado pode ser determinante para afetar a infeccdo em plantas. De acordo com
estudos, a prépolis conta com mais de 300 substancias ja identificadas, onde se destacam
os flavonoides, acidos fendlicos, terpendides, vitaminas, entre outros (CARVALHO;
SODRE, 2021).

Estudos indicam que a prépolis apresentou resultados significativos na reducédo
do tamanho dos tubos germinativos de Phakopsora euvitis, ferrugem que atinge a videira
(MARINI et al., 2012), além de resultados promissores observados no controle de
onicomicose, infec¢do fungica que afeta as unhas, de oneroso controle (LONGHINI et
al., 2007).

3.2 ATIVIDADE DE ENZIMAS RELACIONADAS A DEFESA

Na atividade das enzimas peroxidases e polifenoloxidases nao foram observadas
diferencas significativas entre as diferentes concentragdes de prépolis, nem entre 0s
diferentes tempos apds os tratamentos (Figura 9). Também n&o foi observada interacéo

significativa entre esses fatores.
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Figura 9 - Atividade de peroxidases e polifenoloxidases em folhas de trigo tratadas com
diferentes concentracdes de extrato etandlico de propolis.
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A peroxidase (POD) e uma enzima relacionada a diversos processos na planta,
atuando na lignificacdo, oxidacdo de fendis, cicatrizacdo de ferimentos, defesa contra
patdgenos, entre outras reacdes (CAMPOS et al., 2004). A polifenoloxidase (PFO) € uma
enzima de grande importancia para as plantas, visto que a mesma atua na formacéo de
quinonas, por meio da oxidacdo de compostos fenolicos, que apresentam acdo
antimicrobiana além de permitir que derivados produzidos sejam mais toxicos que o fenol
original, proporcionando resisténcia ao ataque de patogenos (ALVARENGA et al., 2011).
Jaski et al. (2019) observaram inducdo de polifenoloxidases em plantas de feijoeiro pelo

uso de extrato etandlico de propolis verde.

Conforme GIEBEL (1982), as enzimas POD e PFO, quando presentes na cultura
do cafeeiro, promovem o aumento no teor de fenois livres, que afetam o sistema
peroxidastico, responsavel pela destruicdo do horménio vegetal acido indolacético (AlA)
e, com isso, impedem a formacdo das células de galha de Meloidogyne incognita. Em
plantas que apresentam caracteristicas de resisténcia, esse sistema é favorecido e o
contrario ocorre em plantas suscetiveis.

Embora ndo foram obtidas diferencas significativas nessas enzimas é importante
aprofundar estudos para compreender se a prépolis pode induzir outros mecanismos em

trigo.

4 CONCLUSAO

O extrato etandlico de propolis apresentou efeito inibitorio significativo sobre os
fungos Pyricularia grisea, Fusarium graminearum, Bipolaris sorokiniana e Puccinia
triticina, agentes causais do brusone, giberela, helmintosporiose e ferrugem no trigo,
respectivamente.

A aplicacdo do extrato etandlico de propolis ndo promoveu alteracdo na atividade

de peroxidases e polifenoloxidases.
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ANEXO

1. Revista de Ciéncias Agroveterinarias publica Artigo de Pesquisa (artigo
completo), Nota de Pesquisa (nota cientifica) e Artigo de Revisdo (revisdo de
literatura), incluidos em quatro grandes secOes: Ciéncia de Plantas e Produtos
Derivados, Ciéncia de Animais e Produtos Derivados, Ciéncia do Solo e do

Ambiente e Multisecdes e Areas Correlatas.

2. Para artigos em portugués, ha exigéncia da versdo em inglés do titulo, do resumo, das
palavras-chave e do titulo de figuras e tabelas. Deve ser redigido no editor de texto MS-
Word (.doc, preferencialmente), folha em formato A4 (21,0 x 29,5 cm), margens de 2,5
cm, em espacamento 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 12, com paragrafo
automatico e justificado. As paginas devem ser numeradas de forma progressiva no canto
superior direito.

3. Artigos de Pesquisa e Artigos de Revisdo ndo tém limite de paginas (recomenda-se
até 25 péaginas). Notas de Pesquisa devem conter no maximo 10 paginas. Tabelas e
figuras séo contabilizadas no limite de paginas.

ESTRUTURA DOS ARTIGOS

4. Artigos de Pesquisa devem conter os seguintes topicos: Titulo, conciso e objetivo (em
dois idiomas, conforme item 2); Resumo, com no méaximo 300 palavras (em dois idiomas,
conforme item 2); Palavras-chave, no maximo 6 (em dois idiomas, conforme item
2); Introducdo; Material e Métodos; Resultados; Discussao (pode ser incluida em uma
Unica secdo Resultados e Discussao); Conclusdo; Agradecimentos (elemento opcional);

e Referéncias (conforme item 16). O titulo dos tépicos do artigo deve ser escrito em letras
maidsculas e em negrito.

4.1. Para textos em inglés, usar os seguintes titulos de topico: Title, Abstract, Keywords,
Introduction,  Material and  Methods, Results, Discussion,  Conclusion,
Acknowledgements e References.

ELEMENTOS GRAFICOS

5. Elementos gréficos (gréaficos, fotografias e desenhos sdo designados como Figuras, e
Tabelas) devem ser incluidos imediatamente apos serem citados no texto e numerados
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sequencialmente (por. ex. Figura 1. Titulo...; ou Tabela 1. Titulo...). Figuras devem ser
inseridas no corpo do texto a partir de arquivos JPG (300 dpi ou mais).

6. Figuras coloridas sé&o aceitas.

7. Tabelas e figuras devem estar em orientacdo de retrato, ndo excedendo os limites da
pagina.

8. Titulo de tabelas e figuras de manuscritos em portugués deve também ser fornecido em
inglés. Manuscritos em inglés ndo necessitam da versdo em portugués do titulo das tabelas
e figuras.

RECOMENDACOES GERAIS
9. CitacOes no Texto:

a) (MOULTON 1978), (DUBEY & PORTERFIELD 1990) ou (MARSH et al. 1998) para
trés ou mais autores. Esta forma é preferida pela revista.

b) De acordo com TENDER (2000), SANTOS & BARROS (1999) ou MARSH et al.
(1998) para trés ou mais autores. Esta forma deve ser usada apenas em situacOes
especificas, optando geralmente pela forma acima.

10. Referéncias:

a) CARVALHO LB, CARVALHO LB & BIANCO MS ou CARVALHO LB et al. para
trés ou mais autores.

b) O titulo dos periddicos deve ser completo (ndo abreviar). A cidade de publicacdo do
periddico e o nimero da edi¢do ndo devem ser citados (veja abaixo).

¢) Modelos de referéncias:
Artigos Completos

CARMO M et al. 2017. Portuguese cropland in the 1950s: The transition from organic to
chemical fertilization. Scientific Reports 7: 8111.
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11. Unidades de medida devem ser descritas de acordo com o Sistema Internacional
[porcentagem deve vir junto ao nimero (10%), enquanto as demais unidades devem vir
separadas (10 cm, 30 °C, 2 m s etc.)].



