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RESUMO

O uso indiscriminado de drogas antimicrobianas na aquicultura pode contribuir para o
desenvolvimento de bactérias resistentes aos medicamentos, 0 que torna esses micro-
organismos mais dificeis de serem controlados e eliminados. Probidticos podem representar
uma alternativa profilatica no controle de doencas, em substituicdo ao uso de antibi6ticos.
Neste contexto, o estudo foi realizado com o objetivo de isolar, testar e identificar bactérias
com potencial probidtico do beijupird, Rachycentron canadum, potencial candidato para a
piscicultura marinha. Foram coletados 40 animais, 10 na fase de bercario e 30 na fase de
engorda em sistema offshore (PE, Brasil), no periodo de novembro de 2010 a julho de 2011.
Os peixes coletados do bercario apresentaram peso de 139,30 + 31,52 g e comprimento de
27,13 + 1,46 cm, enquanto os animais provenientes do sistema offshore apresentaram peso de
456,77 £ 264,46 g e comprimento de 37,29 = 6,05 cm. Foram obtidos 45 isolados bacterianos
testados in vitro frente a cinco espécies patogénicas conhecidas, Aeromonas hydrophila
(I0C/FDA 110-36), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442); Streptococcus agalactiae
(ATCC 13813); Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) e Vibrio vulnificus (ATCC 27562).
Quinze isolados (33,33%) apresentaram atividade antibacteriana a pelo menos um patégeno e
oito (17,77%) inibiram todos os patdgenos testados. Houve diferenca significativa (P<0,05)
na proporgdo de isolados potenciais probidticos obtidos nas distintas épocas do ano, chuvosa e
seca. Os isolados que apresentaram 0s melhores resultados no teste de antagonismo in vitro
foram identificados como Lactobacillus plantarum, Bacillus coagulans, Klebsiella spp.,
Bacillus circulans, Lactococcus lactis subsp. lactis e Bacillus firmus. O maior halo de
inibicdo observado no teste de antagonismo foi produzido por B. circulans frente ao V.
vulnificus. Algumas espécies potenciais probidticas identificadas ja foram caracterizadas por
outros autores, porém isoladas de intestino de outras espécies de peixes. Sugere-se a
realizacdo de testes de antagonismo in vivo para que seja comprovada a efetividade das
bactérias como probidticas para o beijupira.

Palavras-chave: Peixe marinho, bactéria probiética, bacteriose, antagonismo.



ABSTRACT

The indiscriminate use of antimicrobial drugs in aquaculture may cause development of drug-
resistant bacteria, which become more difficult to be controlled and eliminated. Probiotics
may represent an alternative prophylactic disease control, replacing the use of antibiotics. In
this respect, this study isolated, tested and identified potential probiotic bacteria from the gut
of cobia, Rachycentron canadum, a potential candidate for marine aquaculture. 40 animals
were captured, 10 from a private hatchery and 30 from an offshore culture system (PE, Brazil)
between November 2010 and July 2011. Fishes from the hatchery had weight of 139.30 +
31.52 g and length of 27.13 = 1.46 cm, while those from offshore culture system weighed
456.77 £ 264.46 g and had length of 37.29 + 6.05 cm. 45 bacterial were isolated and tested in
vitro against five known pathogenic species, Aeromonas hydrophila (IOC/FDA 110-36),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Streptococcus agalactiae (ATCC 13813), Vibrio
parahaemolyticus (ATCC 17802) and Vibrio vulnificus (ATCC 27562). Fifteen strains
(33.33%) had antibacterial activity to at least one pathogen, while eight (17.77%) were
inhibited all pathogens tested. There was significant difference (P<0.05) between percentage
of potential probiotic obtained from different seasons, rainy and dry. Strains that presented the
best results antagonism test in vitro were identified as Lactobacillus plantarum, Bacillus
coagulans, Klebsiella spp., Bacillus circulans, Lactococcus lactis subsp. lactis and Bacillus
firmus. The largest inhibition zone observed in the antagonism test was produced by B.
circulans against V. vulnificus. Some potential probiotic species identified were characterized
by others authors, but isolated from the intestine of other fish species. It is suggested in vivo
antagonism tests are performed to prove the effectiveness of these bacteria as probiotic to
cobia.

Keywords: marine fish, probiotic bacteria, bacterial disease, antagonism.
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1. INTRODUCAO

As doencas que acometem 0s organismos aquaticos representam uma das maiores
restricdes para a aquicultura. Imprevisiveis surtos de mortalidade ainda ocorrem em diferentes
fases de vida dos animais, devido a acdo de micro-organismos patogénicos nos animais em
cultivo.

Na piscicultura, as infeccdes bacterianas sdo consideradas uma das principais causas de
mortes e o controle dos patdgenos € normalmente realizado através da administracdo de
antibioticos. No entanto, o uso indiscriminado de drogas antimicrobianas na aquicultura pode
contribuir para o desenvolvimento de bactérias resistentes aos medicamentos, o que torna
esses micro-organismos mais dificeis de serem controlados e eliminados (FIGUEIREDO e
LEAL, 2008). Adicionado a isso, ha uma preocupacdo acerca da saude publica, j& que o
antibiotico residual pode persistir no produto final.

Neste contexto, a inddstria da aquicultura tem o interesse de substituir as drogas
antimicrobianas por profilaticos alternativos e a utilizacdo de compostos a base de micro-
organismos vivos tem sido adotada como pratica sustentavel, minimizando a utilizacdo de
produtos quimicos e promovendo a sanidade dos animais cultivados.

Em aquicultura, o termo probio6tico é definido como “um suplemento microbiano,
formado por um cultivo de micro-organismos vivos selecionados, o qual é adicionado a dieta
e/ou a agua do cultivo com o propdsito de melhorar o equilibrio microbiano do trato
gastrintestinal” (VERSCHUERE et al., 2000). De acordo com Balcazar et al. (2006), as
bactérias probidticas podem reduzir ou eliminar a incidéncia de micro-organismos
patogénicos no intestino, o que é extremamente importante para o sistema imunoldgico do
animal, para o aumento da absor¢do dos nutrientes, e desta forma, para melhoria do seu

desempenho.
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O Rachycentron canadum, importante peixe marinho, conhecido popularmente como
beijupira, cacdo de escamas ou internacionalmente como cobia, é considerado um candidato
em potencial para a aquicultura. Sua tecnologia de cultivo tem se desenvolvido rapidamente
nos ultimos anos, principalmente devido a sua rapida taxa de crescimento e seu alto valor de
mercado (LIAO et al., 2004).

O cultivo de beijupira apesar de representar uma inddstria promissora no futuro
préximo, por se tratar de um candidato recente, ainda possui significativas limitacfes na
producdo, como por exemplo, as doencas causadas por bactérias que sdo 0s principais
patogenos que acometem o animal (LIN et al., 2006).

Pesquisas a respeito da sanidade, bactérias com potencial probidtico, e 0 seu uso no
cultivo do beijupira, ainda estdo em fase inicial. Doengas mais comuns de peixes cultivados
de aguas tropicais ja acometem o animal, e esse fato € restritivo a expansdo do cultivo
intensivo em gaiolas (MCLEAN et al., 2008).

E necessario que mais estudos sejam desenvolvidos no que diz respeito ao uso de
alternativas profilaticas e terapéuticas no controle de doencas do peixe marinho. A utilizacdo
do probidtico, apesar de ser considerado um tema recente, € alvo de um consideravel aumento
de pesquisas, e pode representar uma escolha bem-sucedida e sustentavel para industria da

aquicultura.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Doencas bacterianas de peixe marinho cultivado
O aparecimento e desenvolvimento da doenga em um peixe é o resultado da interacdo
entre patdgeno, hospedeiro e meio ambiente. Como 0s peixes vivem em ambiente aquoso,

suas superficies externas estdo regularmente expostas a agentes patogénicos. A pele, a linha
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lateral, guelras, o trato gastrintestinal (TGI) ou uma combinacdo destes 6rgdos sao sugeridos
como vias de infeccdo (BIRKBECK e RING@, 2005; RINGU et al., 2006).

A 4gua que € levada ao TGI do peixe durante a alimentacdo pode carrear patdgenos até
as superficies da mucosa do trato. Sendo o TGI uma via de absorcéo de nutrientes, qualquer
perturbacdo por acdo microbiana pode ser prejudicial. Uma série de bactérias podem causar
danos ao intestino de peixes e isso pode ser uma via de infecgcdo sistémica em muitos casos
(AUSTIN, 2006).

Apos se aderirem ou colonizarem o hospedeiro, os patégenos podem causar alteracéo da
coloracédo corporal normal do peixe, lesdes e necroses cutaneas, exoftalmia ou endoftalmia,
perda de escamas, ascite, dificuldade respiratoria, letargia, natacdo irregular ou espiralada,
dentre outras alteracbes comportamentais, além de reduzir a ingestdo de alimentos, o que
dificulta o tratamento da doenca com o uso de antibi6ticos ou probidticos adicionados na
racdo (MUROGA, 2001; McLEAN et al., 2008).

Segundo Toranzo et al. (2005), sinais clinicos causados por cada patdgeno dependem da
espécie do hospedeiro, idade dos peixes e estagio da doenca, ndo havendo, em alguns casos,
relacdo entre as alteragbes externas e internas. Doencas sistémicas tém altas taxas de
mortalidade, as lesdes sdo internas e normalmente, nesses casos, 0 peixe apresenta aparéncia
externa saudavel. Outros patdgenos que causam doencas com taxas de mortalidade
relativamente baixas ocasionam importantes lesbes externas, 0 que torna 0S peixes nao
comercializaveis.

Entre as doencas bacterianas que mais ameacam 0s peixes cultivados em &guas
marinhas estdo as vibrioses (THOMPSON et al., 2004; OLIVER, 2005; AUSTIN, 2010)
photobacterioses ou pasteureloses (MAGARINOS et al., 1996; ROMALDE, 2002; RAJAN et
al., 2003), micobacterioses (RHODES et al., 2001; DOS SANTOS et al., 2002),

pseudomonoses (BERTHE et al., 1995; TORANZO et al., 2005), furunculoses (HINEY et
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al.,1994; AUSTIN, 2006), edwardsieloses (YOSHIKOSHI et al., 1998; MUROGA, 2001) e
estreptococoses (ROMALDE e TORANZO, 1999, 2002; TORANZO et al., 2005).

Mesmo as doencas classicamente consideradas como tipicas de aquicultura de agua
doce, como furunculose, edwardsieloses e alguns tipos de estreptococoses, representam hoje
problemas importantes também para maricultura (TORANZO et al., 2005).

Vibriose ¢ uma das doencas infecciosas mais graves que afetam peixes marinhos em
zonas tropicais e subtropicais. As espécies que causam septicemia, em geral provocam
hemorragia na pele, cauda e barbatanas, ulceracdo da pele, hemorragia nos masculos e
superficies serosas. Encontrados em ambientes costeiros e estuarinos, espécies de vibrios,
como V. anguillarum, V. salmonicida, V. fluvialis, V. mimicus, V. parahaemolyticus,
V. alginolyticus, V. harveyi (= V. carchariae) e V. vulnificus, sdo as principais espécies
isoladas de peixes doentes e muitas delas também podem acometer os humanos
(THOMPSON et al., 2004; OLIVER, 2005; AUSTIN, 2010).

Photobacterium damselae ssp. piscicida, anteriormente conhecido como Pasteurella
piscicida, € o agente causador da photobacteriose ou pasteurelose em peixe. Mortalidades
elevadas foram observadas em infeccdo causada por esse patdégeno, com grandes perdas para
a industria piscicola, principalmente no Japao, em paises mediterraneos da Europa e EUA. Ha
registros de isolamento do patégeno em espécies como Morone americanus, M. saxatilis, M.
chrysops, Solea solea, S. senegalensis, Rachycentron canadum, Sparus aurata e
Dicentrarchus labrax (MAGARINOS et al., 1996; MUROGA, 2001; ROMALDE, 2002;
RAJAN et al., 2003).

Micobacteriose em peixes (ou pseudotuberculose) € uma doenca causada
principalmente pelo agente Mycobacterium marinum. Numerosos granulomas de dimensdo
variavel sdo frequentemente observados em diversos 6rgaos do animal. Outras espécies como

M. fortuitum e M. chelonae também podem estar associadas a doenca, que ja acometeu
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espécies como Scophthalmus maximus, Morone saxatilis e Rachycentron canadum (RHODES
etal., 2001; DOS SANTOS et al., 2002; TORANZO et al., 2005).

Entre as espécies de pseudomonas recuperadas de peixes cultivados doentes, a
Pseudomonas anguilliseptica é considerada o maior patégeno. Em 1995 foi considerado o
agente responsavel pela doenca conhecida como “sindrome de inverno” em Sparus aurata,
espécie cultivada na regido do Mediterraneo. Essa pseudomonas também pode causar
septicemia em enguias japonesas, resultando em hemorragia em barbatanas, cauda e ulceracéo
da pele (BERTHE et al., 1995; TORANZO et al., 2005).

A Aeromonas salmonicida € o agente etiologico da furunculose, infeccéo relevante em
salmonideos dulcicolas e marinhos. Hiney et al. (1994) isolaram A. salmonicida do trato
gastrintestinal de salmdo do atlantico que apresentavam furunculose assintomatica e
sugeriram ser o intestino, o 6rgdo alvo para isolamento deste micro-organismo. A Aeromonas
hydrophila também pode causar infeccdes em peixes e € geralmente associada com lesdes
superficiais de pequeno porte, hemorragias locais e septicemia. Esta doenca € comum em todo
0 mundo e ja produziu consideraveis perdas econémicas na aquicultura intensiva de trutas e
salmdes (AUSTIN, 2006).

Edwardsielose, assim como a furunculose, € uma doenca que pode acometer animais
cultivados em agua doce e marinha. Possui humerosos sorotipos, mas apenas um é descrito
em peixes, a Edwardsiella tarda. Animais comprometidos podem apresentar lesdes
hemorragicas externas, internas e lesGes necroticas externas. As espécies marinhas mais
acometidas sdo Paralichthys olivaceus, Pagrus major e Evynnis japonica (YOSHIKOSHI et
al., 1998; MUROGA, 2001).

Estreptococoses em peixes devem ser consideradas como um complexo de doencas
semelhantes, causadas por diferentes géneros e espécies, capazes de induzir dano nervoso

central, exoftalmia supurativa e meningoencefalite. Os agentes da doenca sdo Lactococcus
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garvieae, Lactococccus piscium, Streptococcus iniae, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus parauberis e Vagococcus salmoninarum. A espécie S. iniae € um problema
principalmente em sistemas de cultivo fechado com recirculagdo, provavelmente associada
com a qualidade da agua e altas densidades (ROMALDE e TORANZO, 1999, 2002;
TORANZO et al., 2005).

Os agentes patogénicos descritos nos animais cultivados estdo normalmente presentes
em populacdes de peixes selvagens. No entanto, em ambientes naturais, eles raramente
causam morte devido a falta das condicdes estressantes que geralmente ocorrem nas
instalacdes de cultivo (TORANZO et al., 2005).

Para aplicacdo de medidas alternativas adequadas para prevenir e controlar as principais
doencgas que limitam a producdo de peixes marinhos sdo necessarios estudos envolvendo as
caracteristicas dos micro-organismos patogénicos, a biologia dos hospedeiros e microbiota
associada, bem como o entendimento dos fatores ambientais que afetam o cultivo

(TORANZO et al., 2005).

2.2. Probiotico na aquicultura

A palavra probiético é constituida de um termo latino “pro” (para) e
de outro grego “bios” que significa vida. A primeira definicdo, geralmente aceita, foi
proposta por Fuller (1989) que considerou probidtico como sendo: "... um suplemento a
alimentacdo com microbiota viva a qual afeta beneficamente o animal hospedeiro,
melhorando o equilibrio microbiano intestinal".

O conceito de probidtico surgiu provavelmente a partir das observacdes do efeito da
ingestdo de micro-organismos benéficos no controle de micro-organismos patogénicos, sendo
baseado no principio de que a microbiota estavel, que se desenvolve no intestino, ajuda o

animal a resistir a infeccGes, especialmente as do trato gastrintestinal.
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Em aquicultura, a definicdo de probidtico proposta por Fuller (1989) requer algumas
consideragdes, j& que nos animais aquaticos ha uma constante interacdo entre microbiota
intestinal e 0 ambiente aquatico. As bactérias presentes no meio sdo continuadamente
ingeridas junto com a agua e/ou alimento, o que demonstra tanto a influéncia do meio sobre o
animal quanto do animal sobre 0 meio (GATESOUPE et al., 1999).

Portanto, a seguinte definicdo modificada por Verschuere et al. (2000) foi proposta e
permite uma aplicacdo mais ampla do termo "probiotico” na aquicultura. O termo € definido
como um complemento microbiano vivo que tem um efeito benéfico sobre o hospedeiro,
alterando a comunidade microbiana associada ao intestino do animal e ao seu ambiente, que
garante uma melhor utilizacdo do alimento e do seu valor nutricional, alem de melhorar a
resposta do hospedeiro a doengas e qualidade do ambiente em que ele vive.

Segundo Callaway et al. (2008), dentro do hospedeiro, a acdo antagonista ou exclusédo
competitiva das bactérias probioticas frente aos patdgenos pode ser: através da producdo de
compostos com atividade antimicrobiana; competicdo por nutrientes ou pelos mesmos sitios
de adesdo; através da alteracdo do metabolismo do patdgeno, aumentando ou diminuindo a
atividade enzimatica; ou pelo estimulo da imunidade do hospedeiro, aumentando 0s seus
niveis de anticorpos e atividade de macréfago.

Ao longo dos anos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram avaliadas como
probidticas e conferiram protegdo contra um importante numero de patégenos. Os probioticos
mais comuns utilizados na aquicultura sdo compostos de Enterococcus spp., Bacillus spp.,
Bacillus subtilis, Lactobacillus spp., Vibrio spp., Bifidobacterium spp. e Saccharomyces spp.,
0s quais sdo administrados como alimentos vivos enriquecidos ou adicionados a dieta.

Silva et al. (2005) estudando a composicdo e atividade de componentes intestinais do
peixe teledsteo, Prochilodus argenteus Agassiz, verificaram maior atividade antagonista das

bactérias Gram-positivas frente as Gram-negativas e identificaram Staphylococcus spp.
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(coagulase-negativa), Enterococcus durans, Enterococcus faecium com amplas propriedades
probidticas.

As bactérias formadoras de esporos, principalmente as do género Bacillus, constituem a
maior parte dos produtos probiéticos e tem recebido atencdo de alguns pesquisadores (HONG
et al., 2005). Wang (2007) observou o efeito de Bacillus spp. sobre o crescimento e a
atividade de enzimas digestivas do camardo Penaeus vannamei, enquanto que Chu et al.,
(2010) isolaram Bacillus spp., do intestino do peixe Carassius auratus gibelio, com
caracteristicas de degradar moléculas produzidas por patdgenos.

Através de trabalhos realizados com Bacillus subtilis, Mohamed e Refat (2011)
observaram atividade antagonista produzida frente a Flavobacterium columnare em tilapia
(Oreochromis niloticus), e Powedchagun et al., (2011) constataram seu potencial probiotico
para camardo, por aumentar a sobrevivéncia, crescimento e imunidade do Penaeus monodon,
com a vantagem de ser inofensivo para animais e seres humanos.

Outro grupo de potenciais probioticos que tem sido bastante explorado é o das bactérias
acido lacticas. O efeito probidtico do Lactococcus lactis foi estudado, tanto como indutor da
resposta humoral de peixe (BALCAZAR et al., 2007), como inibidor de patégenos incluindo,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum
(BALCAZAR et al., 2008) e Lactococcus garvieae (SEQUEIROS et al., 2010).

Lactobacillus plantarum, outra bactéria acido lactica com propriedades probidticas,
mostrou acdo antagonista contra Aeromonas hydrophila (BALCAZAR et al., 2008;
PARTHASARATHY e RAVI, 2011), Aeromonas salmonicida em peixes (BALCAZAR et
al., 2008) e Vibrio harveyi em camarao (VIEIRA et al., 2010).

Embora estudos relacionados ao género Vibrio spp. sejam, na maioria das vezes,
associados as espécies responsaveis por enfermidades dos animais cultivados, Thompson et

al., (2010) avaliaram a acdo do Vibrio gazogenes sobre espécies patogénicas, observando seu



BARROS, C. N. Bactérias com potencial probidtico isoladas do intestino... 20

potencial probidtico no controle de infeccdes bacterianas em Litopenaeus vannamei e
concluiram que o V. gazogenes pode melhorar a salde e o bem-estar de camardes sob
condigdes de cultivo.

Dentre outros potenciais probidticos isolados de peixe estdo: Carnobacterium
maltaromaticum, Carnobacterium divergens (KIM e AUSTIN, 2008); Lactobacillus sakei,
Leuconostoc mesenteroides (BALCAZAR et al., 2007) Enteroccus faecium, (WANG et al.
2008), Lactobacillus fermentum (BALCAZAR et al., 2008), Pseudomonas chlororaphis
(GOBELI et al., 2009), Kocuria SM1(SHARIFUZZAMAN e AUSTIN, 2010), Enterobacter
amnigenus (BURBANK et al., 2011) e Vagococcus fluvialis (SORROZA et al., 2012).

Nos Utimos anos, um namero crescente de pesquisas a respeito de probidticos tem sido
realizadas. O fato revela o interesse em compreender sua funcéo, eficacia e os riscos do seu
uso como alternativa profilatica. Estudo sdo validos para que o probidtico seja utilizado de

forma adequada e segura na aquicultura.

2.3. Beijupira, Rachycentron canadum

O Rachycentron canadum, mais conhecido no Brasil como bijupird, na regido nordeste
como beijupira ou cacdo de escamas e internacionalmente como cobia, € um peixe marinho,
espécie pelagica, migratoria e carnivora. Unica espécie do género, pertencente a familia
Rachycentridae, ordem Perciformes, € comum em oceanos tropicais, subtropicais e
sazonalmente em aguas temperadas (SHAFFER e NAKAMURA, 1989).

Na maior parte do tempo sdo animais solitarios, mas podem viver em pequenos grupos
na época de desova ou associados a peixes maiores, raias, tubardes e tartarugas marinhas.
Alimentam-se de invertebrados bentdnicos, preferencialmente crustaceos, mas também de
peixes 6sseos menores. Pode ser encontrado tanto em alto mar, como em ambientes costeiros,

junto a recifes de corais, estuarios e baias (ARENDT et al., 2001; KAISER e HOLT, 2005).
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Trata-se de uma espécie de corpo alongado, subcilindrico, com escamas pequenas
embutidas na pele grossa. Apresenta duas faixas prateadas ao longo do corpo, coloragdo
marrom escuro na por¢do dorsal e marrom palido ou amarelado no seu ventre (Figura 1).
Possui cabeca larga e achatada, grande boca terminal com projecdo maxilar inferior e olhos

pequenos (HARDY, 1978 apud SHAFFER e NAKAMURA, 1989).

Figura 1. Exemplares de alevinos do beijupira, Rachycentron canadum, provenientes de

bercario (Ipojuca, PE, Brasil).

Na natureza, os adultos chegam a atingir até 2 m de comprimento e peso de 68 kg. As
fémeas costumam crescer mais que 0s machos, porém ndo é possivel distingui-los
visualmente, pois ndo possuem dimorfismo sexual externo. Vivem em média 12 anos, mas ha
registro de beijupird com 15 anos de idade. Sao euritérmicos, toleram temperaturas entre 16-
32 ° C, mas preferem aguas acima de 20°C (KAISER e HOLT, 2005), e eurialinos com

tolerancia a salinidades de 22 a 44 (RESLEY et al., 2006).
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A elevada taxa de crescimento do beijupird o levou a ser considerado um candidato em
potencial para a aquicultura, podendo alcancar de 4-8 kg no primeiro ano de cultivo. Além de
apresentar, outras caracteristicas desejaveis como, excelente qualidade da carne, alta
fecundidade, facilidade de desova em cativeiro (FRANKS et al., 2001; ARNOLD et al., 2002)
e adaptacdo ao confinamento em tanques e gaiolas (HOLT et al., 2007).

O beijupira foi cultivado primeiramente em Taiwan em 1993, especialmente no sistema
de gaiolas em alto mar (LIAO et al., 2004). A aquicultura fora das zonas costeiras terrestre,
também conhecida como sistema offshore (mar aberto) é uma tendéncia mundial para o
desenvolvimento da maricultura. A técnica utiliza tanques redes e jaulas destinadas a suportar
condiges adversas do mar para criagcdo e manejo de algumas especies.

Em 2009, 31.926 t de beijupiras foram recolhidos das principais fazendas aquicolas de
criacdo do peixe. A China é o maior produtor de beijupird, seguida de Taiwan e Vietnd (FAO,
2011). Nas aguas costeiras do sul do Mar da China, o cultivo do beijupird é de grande
importancia para a industria da pesca e aquicultura.

Na Australia e Ilhas Marshall o cultivo desse peixe ja comegou a ser desenvolvido e se
expande pelas Américas e Caribe. Atualmente, hd projetos comerciais nos Estados Unidos,
Porto Rico, Bahamas, Belize, Republica Dominicana, México, Panama e Brasil (HOLT et al.,
2007; BENETTI et al., 2010).

No Brasil, o beijupira esta presente em todo o litoral e o pais pode se beneficiar da
tecnologia de cultivo utilizada no exterior. Ha iniciativas por parte dos laboratérios de
instituicbes publicas e adesdo também de empresas privadas (SAMPAIO et al., 2010).
Existem atualmente projetos nos estados de Sdo Paulo, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Rio de Janeiro (CAVALLI e HAMILTON, 2009). No Nordeste, Pernambuco é
pioneiro na criacdo do peixe em sistema offshore e ha esfor¢os para que essa tecnologia seja

estabelecida, dada a necessidade de adequacéo as condicdes brasileiras.
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O aumento da atividade aquicola do beijupira tem sido acompanhado pela incidéncia de
doencas emergentes, novas ou ja existentes, as quais representam uma restri¢do a expansao do
cultivo intensivo em gaiolas (McLEAN et al., 2008). Entretanto, pesquisas a respeito da
sanidade, alternativas para controle de doencas, bem como o uso de probidtico no cultivo,
ainda estdo em fase inicial.

As principais doencas que afetam o beijupira incluem as parasitarias (OGAWA et al.,
2006; BUNKLEY-WILLIANS e WILLIANS, 2006; SANTOS, 2011), as virais (CHENG et
al., 2009) e as bacterianas conhecidas como micobacteriose (Mycobacterium marinum),
vibriose (Vibrio alginolyticus, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. anguillarum,
V. Ordalii), pasteurelose ou photobacterioses (Pasteurella piscicida e Photobacterium
damselae), streptococcoses (Streptococcus iniae) e outras causadas por Aeromonas
hydrophila e Citrobacter spp. (LIAO et al., 2004; LIU et al. a,b; 2004; LOWERY e SMITH,
2006; McLEAN et al., 2008; MACHEN, 2008).

As infeccdes bacterianas representam o maior problema encontrado em cultivo de
beijupira e novas estratégias para controla-las e entender o funcionamento da resposta
imunoldgica do animal foram estudadas por alguns autores (LIN et al., 2006; DEFOIRDT et
al., 2007; SU et al., 2012).

Geng et al. (2011) realizaram estudo para analisar o efeito de varios niveis de Bacillus
subtilis e quitosana na dieta de beijupira, e concluiram que o probidtico e a quitosana podem
ser administrados com éxito a longo prazo, melhorando o crescimento, imunidade inespecifica
e protecdo contra infeccdo por Vibrio harveyi no beijupira.

Avancos com estudos de vacinas e dietas imunoestimulantes baseadas em probiéticos,
devem ser consideradas para o beijupira. Tais acdes devem levar em conta todas as fases do
ciclo de producdo, além da utilizacdo de forma sustentavel, das alternativas profilaticas e

terapéuticas para aquicultura.
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Resumo - Probioticos podem representar uma alternativa no controle de doencas em
substituicdo ao uso de antibidticos na aquicultura. O estudo isolou, testou in vitro e
identificou bactérias com potencial probiotico isoladas do intestino do beijupira,
Rachycentron canadum. Foram coletados 40 animais, 10 alevinos de bercéario e 30
juvenis de sistema offshore, no periodo de novembro de 2010 a julho de 2011. Os
peixes do bercario apresentaram peso de 139,30 + 31,52 g e comprimento de 27,13 +
1,46 cm, enguanto os do sistema offshore apresentaram peso de 456,77 + 264,46 g e

comprimento de 37,29 + 6,05 cm. Foram obtidos 45 isolados bacterianos testados frente
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a cinco espécies patogénicas, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa;
Streptococcus agalactiae; Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus. Quinze isolados
(33,33%) apresentaram atividade antibacteriana a pelo menos um patgeno e oito
(17,77%) inibiram todos os patogenos testados. Os isolados com melhores resultados no
teste de antagonismo foram Lactobacillus plantarum, Bacillus coagulans, Klebsiella
spp., Bacillus circulans, Lactococcus lactis subsp. lactis e Bacillus firmus. Os maiores
halos de inibicdo observados foram produzidos por B. circulans frente ao V. vulnificus.
Sugere-se a realizacdo de testes de antagonismo in vivo para que seja comprovada a

efetividade das bactérias como probioéticas para o beijupira.

Termos para indexagdo: Rachycentron canadum, peixe marinho, bactéria probidtica;

bacteriose, antagonismo.

In vitro antagonistic activity of potential probiotic bacteria isolated from the

intestine of cobia
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Abstract - Probiotics may represent an alternative prophylactic disease control,
replacing the use of antibiotics in aquaculture. This study isolated, tested in vitro and
identified potential probiotic bacteria from the gut of cobia, Rachycentron canadum. 40
animals were captured, 10 fingerlings from a hatchery and 30 juvenile from an offshore
culture system between November 2010 and July 2011. Fishes from the hatchery had
weight of 139.30 + 31.52 g and length of 27.13 + 1.46 cm, while those from offshore
culture system weighed 456.77 + 264.46 g and had length of 37.29 + 6.05 cm. 45
bacterial were isolated and tested against five pathogenic species, Aeromonas
hydrophila, = Pseudomonas  aeruginosa,  Streptococcus agalactiae, Vibrio
parahaemolyticus and Vibrio vulnificus. Fifteen strains (33.33%) had antibacterial
activity to at least one pathogen, while eight (17.77%) were inhibited all pathogens
tested. Strains that presented the best results in antagonism test were Lactobacillus
plantarum, Bacillus coagulans, Klebsiella spp., Bacillus circulans, Lactococcus lactis
subsp. lactis and Bacillus firmus. The largest inhibition zone observed in the
antagonism test was produced by B. circulans against V. vulnificus. It is suggested in
vivo antagonism tests are performed to prove the effectiveness of these bacteria as

probiotic to cobia.

Index terms: Rachycentron canadu, marine fish, probiotic bacteria, bacterial disease,
antagonism.
Introducéo
Na piscicultura, as infec¢bes bacterianas sdo consideradas uma das principais
causas de mortes e o controle dos patogenos € normalmente realizado através da
administracdo de antibidticos. No entanto, o uso indiscriminado de drogas

antimicrobianas na aquicultura pode contribuir para o desenvolvimento de bactérias
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resistentes aos medicamentos, 0 que torna esses micro-organismos mais dificeis de
serem controlados e eliminados (Figueiredo & Leal, 2008). Adicionado a isso, ainda ha
uma preocupacdo acerca da satde publica, ja que o antibidtico residual pode persistir no
produto final.

Neste contexto, a industria da aquicultura tem o interesse de substituir as drogas
antimicrobianas por profilaticos alternativos e a utilizacdo de compostos & base de
micro-organismos vivos tem sido adotada como pratica sustentivel, minimizando a
utilizacdo de produtos quimicos e promovendo a sanidade dos animais cultivados.

Em aquicultura, o termo probidtico é definido como um suplemento microbiano,
formado por um cultivo de micro-organismos vivos selecionados, o qual é adicionado a
dieta com o proposito de melhorar o equilibrio microbiano do trato gastrintestinal
(Verschuere et al., 2000). De acordo com Balcazar et al. (2006), as bactérias probioticas
podem reduzir ou eliminar a incidéncia de micro-organismos patogénicos no intestino, o
gue é extremamente importante para o sistema imunoldgico do animal, para 0 aumento
da absorcédo dos nutrientes, e desta forma, para melhoria do desempenho do animal.

O Rachycentron canadum (Linnaeus, 1766), conhecido popularmente como
beijupira, cacdo de escamas ou internacionalmente como cobia (Liao et al., 2004), é
considerado um candidato em potencial para aquicultura, principalmente devido ao seu
rapido crescimento, que pode alcancar 4-8 kg no primeiro ano de cultivo. Além de
apresentar outras caracteristicas desejaveis, como excelente qualidade da carne, alta
fecundidade, facilidade de desova em cativeiro (Arnold et al., 2002) e adaptacdo ao
confinamento em tanques e gaiolas (Benetti et al., 2010).

Pesquisas a respeito da sanidade do beijupira, bactérias com potencial probidtico,

bem como seu uso no cultivo da espécie, ainda estdo em fase inicial. Doencas mais
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comuns de peixes cultivados de aguas tropicais ja acometem este animal, e esse fato é
restritivo a expansdo do cultivo intensivo em gaiolas (McLean et al., 2008).

Testes de antagonismo in vitro sdo utilizados frequentemente para selecionar
bactérias com potencial probiético. O antagonismo € baseado na producdo de
compostos inibitérios ou na competicdo por nutrientes dos potenciais probidticos
quando confrontados com micro-organismos patogénicos (Aly et al., 2008; Sorroza et
al., 2012).

O estudo foi realizado com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento
sustentavel do cultivo do beijupird, a partir do conhecimento de bactérias com potencial

probidtico isoladas do intestino do peixe.

Material e Métodos

Local, coletas e amostras

O litoral de Pernambuco, Nordeste brasileiro, apresenta um clima tropical quente-
Umido caracterizado por um periodo de estiagem, que se prolonga de setembro a
fevereiro (primavera-verao), e um periodo chuvoso de margo a agosto (outono-inverno).

Foram realizadas oito coletas de beijupira, as duas primeiras de alevinos (139,30 +
31,52 g) na fase de bercario provenientes de laboratério privado (Ipojuca, PE, Brasil),
em novembro e dezembro de 2010. As seis coletas seguintes foram de animais na fase
de engorda (456,77 + 264,46 g) provenientes de sistema offshore, localizado a nove
quildmetros da costa (Recife, PE, Brasil), no periodo de janeiro a julho de 2011. Os
animais que povoaram o sistema offshore foram provenientes do mesmo lote de animais
coletados no laboratorio.

Em cada coleta, cinco peixes foram capturados totalizando quarenta animais, 0s

quais foram transportados vivos, com aeracdo constante até o0 momento de realizacédo
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dos procedimentos iniciais de anestesia, pesagem, medida do comprimento, eutanasia,
necropsia e coleta de forma asséptica do material biologico utilizado no estudo,
amostras do intestino do beijupird. Os animais foram anestesiados por imersdo em
solucdo de benzocaina na concentracdo de 100 mg/L e a eutanasia foi realizada através
de sec¢do medular (Neiffer & Stamper, 2009).

Todas as analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Sanidade de
Animais Aquaticos da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE (Recife,
PE, Brasil).

Isolamento e estocagem das bactérias do intestino

Cada intestino foi dissecado e dividido em trés porc¢oes, as quais foram maceradas
e inoculadas em Caldo Tripticase de Soja (TSB) para incubagdo a 36°C por 24 h. A
partir das culturas em TSB, foram realizadas estrias em placas contendo meio agar Man-
Rogosa-Sharpe (MRS), para isolamento de bactérias potenciais probioticas, incubadas a
36°C por 24h (Balcéazar et al., 2008).

Apos o desenvolvimento das bactérias, os diferentes morfotipos foram descritos e
purificados através de repicagens sucessivas em MRS. Os isolados puros foram
estocados em criotubos com caldo glicerinado e armazenados em ultrafreezer a -80°C
para as analises posteriores.

Testes de antagonismo in vitro

As bactérias isoladas foram confrontadas com cinco espécies patogénicas para
peixes, Aeromonas hydrophila (IOC/FDA 110-36), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442), Streptococcus agalactiae (ATCC 13813), Vibrio parahaemolyticus (ATCC
17802) e Vibrio vulnificus (ATCC 27562). O teste de antagonismo se efetuou por meio

do método “bloco de gelose” descrito por Stern et al. (2006).
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De cada isolado foi realizada uma suspensdo, referente a escala de MacFarland
0.5, em solugdo salina 0,85% (NCCLS, 2003). A suspensdo foi semeada na superficie
do agar MRS, o qual foi incubado por 24 h a 36°C. Discos do &gar MRS (6 mm de
didmetro), impregnado pela bactéria testada, foram assepticamente retirados e colocados
invertidos na superficie de dgar Mueller-Hinton recém semeado com o patégeno. As
placas foram incubadas por 24 a 48 horas a 36°C, com excegdo do patdgeno A.
hydrophila que foi incubado a 28°C.

As zonas claras ao redor dos discos de agar serviam para indicar atividade
antibacteriana. Os diametros dos halos foram mensurados (mm) com o auxilio de
paquimetro, subtraindo-se o diametro dos discos de agar. Todos os testes foram
realizados em triplicata com controle negativo do meio MRS.

As bactérias que apresentaram atividade antimicrobiana foram identificadas por
testes biogquimicos, utilizando-se kits do sistema API, APIS0CHB/E e API5S0CHL
(BioMeérieux, Franca).

Analises estatisticas

Para averiguar se houve diferenca na proporcdo de isolados com potencial
probidtico nas distintas épocas do ano (estiagem e chuvosa) foi realizado o teste de
proporcdo (P<0,05). Para verificar a diferenca da acdo dos potenciais probioticos
(tamanho dos halos de inibicéo) realizou-se analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey (P<0,05). Todos os calculos foram realizados utilizando o programa

computacional SysEapro (V.2).

Resultados e Discusséo
Foram obtidos 45 isolados bacterianos do intestino dos 40 beijupirds adquiridos

ao longo de oito meses de cultivo. Nos dois primeiros meses 0s animais estiveram em
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tanques com sistema de recirculacdo, no periodo de estiagem. Nos seis meses seguintes,
0s animais estavam em sistema offshore, sob influéncia da época de estiagem, por dois
meses, e chuvosa, nos Ultimos quatro meses.

Todos os animais foram alimentados com ragdo comercial e apresentaram 0s
pesos e comprimentos médios apresentados na tabela 1.

Dos isolados obtidos, 14 foram dos peixes provenientes de bercarios e 31 dos
animais coletados de sistema offshore. Quanto a morfologia das bactérias, 23 (51%)
foram bacilos Gram-positivos, 12 (27%) bacilos Gram-negativos, sete (15%)
cocobacilos Gram-positivos e trés (7%) cocos Gram positivos.

Um terco (15) dos 45 isolados apresentou atividade antibacteriana contra pelo
menos um patdgeno e oito dos 15 potenciais probidticos obtidos conferiram atividade
antibacteriana frente a todos os patégenos testados. Os isolados que apresentaram 0s
melhores resultados no teste de antagonismo, por produzirem maiores halos ou por
inibirem todos os patdgenos testados foram identificados como Lactobacillus
plantarum, Bacillus coagulans, Klebsiella spp., Bacillus circulans, Lactococcus lactis
subsp. lactis e Bacillus firmus (Tabela 2).

Seis (40%) dos 15 potenciais probioticos identificados foram obtidos no periodo
de estiagem e nove (60%) no periodo chuvoso. Foi observada diferenca significativa
(P<0,05) na proporcéo de isolados com potencial probidtico obtidos nas distintas épocas
do ano.

Dentre os isolados obtidos no periodo chuvoso foram observados os potenciais
probidticos com melhores desempenhos nos testes de antagonismo. Porém, ndo se pode
afirmar que esse resultado se deve apenas a influéncia da época do ano, pois coincide

também com o periodo em que 0s animais apresentavam maior estagio de
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desenvolvimento, estavam mais adaptados ao ambiente de cultivo e possivelmente
apresentavam o sistema imunolégico mais fortalecido que no inicio do cultivo.

O isolado 37, identificado como B. circulans, conferiu melhor desempenho frente
aos patdgenos V. vulnificus (ATCC 27562) e A. hydrophila (IOC/FDA 110-36). A
espécie foi responsavel pelo maior halo de inibicdo observado nos testes de
antagosnismo (23,13 = 0,23 mm) contra V. vulnificus. Bandyopadhyay & Mohapatra
(2009) avaliaram o uso do B. circulans como um suplemento probidtico na dieta de
alevinos de Catla catla e apoiaram o uso da bactéria para melhorar o crescimento,
absorcdo de nutrientes e como importante imunoestimulante, principalmente contra A.
hydrophila.

O isolado 29, B. coagulans, espécie encontrada no inicio e no fim do cultivo
apresentou os maiores halos quando confrontados com os patdégenos S. agalactiae
(ATCC 13813) e V. parahaemolyticus (ATCC 17802). Em estudos, a bactéria foi
adicionada a agua de tanques contendo Oreochromis niloticus e foi capaz de melhorar o
estado imunoldgico e o desempenho de crescimento do peixe (Zhou et al., 2009).

O isolado 31, identificado como uma bactéria da familia Enterobacteriacea do
género Klebsiella spp., conferiu melhor desempenho frente a P. aeruginosa (ATCC
15442) e ao V. parahaemolyticus (ATCC 17802). Ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre os diametros dos halos de inibigdo produzidos pelos isolados 31 e 29
quando desafiados frente ao V. parahaemolyticus.

O meio MRS foi utilizado para selecionar e isolar, sobretudo, bactérias Gram-
positivas e acido laticas. No entanto, os isolados 30 e 31 foram identificados como
pertencendo a familia Enterobacteriaceae, que inclui bactérias Gram-negativas

patogénicas e ambientais. Nao é comum relatos de bactérias dessa familia capazes de
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produzir substancias inibitdrias, as chamadas bacteriocinas, moléculas protéicas que
normalmente interferem no crescimento de outras bactérias em agar (Jack et al., 1995).

Ringa et al. (2010), em estudo a respeito da acdo de bactérias probioticas sobre
patdgenos do trato gastrintestinal de peixe, citaram que bactérias dos géneros
Lactococcus spp., Lactobacillus spp. e Bacillus spp. estdo entre os grupos de
probidticos mais indicados para aquicultura. No presente estudo, 86% (13) dos isolados
bacterianos identificados compBGem espécies dos géneros comuns encontrados e
indicados como potenciais probioticos.

O Lactococcus lactis ssp. lactis foi isolado nas duas ultimas coletas do estudo e
conferiu atividade antimicrobiana frente a todos os patdgenos testados. Sua acédo
antagonista frente a bactérias Gram-negativas e Gram-positivas também foi observada
por outros autores, ao analisarem o antagonismo da espécie frente a bactérias como V.
anguillarum (Villamil et. al., 2002; Balcazar et al., 2007a), V. parahaemolyticus
(Balcazar et al., 2007b), A. salmonicida (Balcazar et al., 2007c), A. hydrophila
(Balcazar et al., 2008) e L. garvieae (Sequeiros et. al., 2010). Além da atividade
antimicrobiana, L. lactis ssp. lactis apresentou capacidade de modificar a microbiota
intestinal do Oncorhynchus mykiss (Balcazar et al., 2007c) e Salmo trutta (Balcazar et
al., 2007d), estimulando a resposta imune dos mesmos.

Espécies de Lactobacillus spp. foram anteriormente isoladas do trato digestivo de
peixe. Foi verificado que o L. plantarum é apropriado para utilizacdo como probidtico
para fases larvais de peixes (Balcazar et al., 2007a,c,d; Michel et al., 2007). Essa
espécie apresentou a maior frequéncia entre os potenciais probidticos obtidos no atual
estudo, sendo isolada tanto de animais mais jovens, coletados no inicio do cultivo,
qguanto de animais obtidos nas ultimas coletas, além de conferir atividade antagbnica

contra todos 0s patdgenos testados.
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Ha registro de que L. plantarum inibiu o crescimento de V. anguillarum em
experimentos in vitro com larvas de bacalhau do Atlantico (Gadus morhua), em
trabalho desenvolvido por Vine et al. (2006), e Picchietti et al. (2007) observaram o
efeito estimulante sobre o sistema imune de larvas do Sparus aurata, quando
alimentadas via rotiferos enriquecidos pela mistura de L. plantarum e L. fructivorans.

Além do efeito probidtico do L. plantarum em larvas de peixe, sua agcdo também
foi observada em adultos por Balcéazar et al. (2008), que relataram ser a espécie capaz
de reduzir a adesédo de A. hydrophila e da A. salmonicida na mucosa intestinal de
peixes. Parthasarathy e Ravi (2011) estudaram o efeito antagonista de L. plantarum e
Bacillus megaterium frente a A.hydrophila, quando adicionadas a dietas de Catla catla,
e verificaram que a combinacdo das espécies melhoraram significativamente a
performance de crescimento do peixe e conferiram resisténcia contra infecgdo por A.
hydrophila.

Segundo Hong et al. (2005), entre o grande nimero de produtos probioticos em
uso hoje, estdo os formadores de esporos, principalmente compostos por bactérias do
género Bacillus spp.. Usados principalmente em sua forma de esporos, estes produtos
podem evitar disturbios gastrintestinais, além de imunomodulacdo e sintese de
antimicrobianos.

B. cereus foi identificado duas vezes e apresentou atividade antimicrobiana a dois
dos cinco patdgenos testados no estudo, entretanto, em pesquisa in vivo e in vitro para
avaliar a eficacia do B. cereus na inibicdo do crescimento de A. hydrophila, foi
observado que apesar de ndo apresentar compostos inibitérios em testes de
antagonismo, o agente foi capaz de atenuar o crescimento do patégeno por exclusao

competitiva (Lallo et. al., 2007).
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B. firmus, assim como B. coagulans, conseguiu inibir todos os patégenos testados
no presente estudo. A espécie é um probidtico conhecido na natureza e amplamente
utilizado na carcinicultura, demonstrou efeito inibitério contra A. hydrophila, quando
adicionados a racdo de O. niloticus, ndo causando qualquer doenga ou mortalidade
quando injetada no peixe (Aly et al., 2008).

Estudos relacionados ao uso do probidtico no cultivo de beijupird estdo em fase
inicial. Geng et al. (2011) observaram que niveis balanceados do probiodtico comercial
Bacillus subtilis e da quitosana, suplementados a dieta do peixe, pode melhorar o
crescimento, imunidade inespecifica e sua protecdo contra infeccéo por V. harveyi.

O uso de um potencial probidtico isolado do intestino do préprio animal, pode
representar maior seguranca, ja que as bactérias foram capazes anteriormente de aderir
e/ou colonizar o intestino do peixe em estudo. Os potenciais probidticos isolados neste
estudo podem representar parte da microbiota natural do beijupira. Bactérias acido
lacticas ja foram descritas por constituirem parte da microbiota do intestino de diversas
espécies de peixes (Balcazar et al., 2007d; Michel et al., 2007) e muitas delas s&o
indicadas como probiotico no controle de patogenos (Gatesoupe, 2008; Kesarcodi-
Watson et al., 2008).

Algumas espécies potenciais probidticas identificadas no estudo ja foram
caracterizadas por outros autores, porém isoladas de intestino de outras espécies de
peixes. Sugere-se a realizacdo de testes de antagonismo in vivo para comprovacao da
efetividade das bactérias isoladas do intestino do beijupird como probidticas. Para que
desta forma, os potenciais isolados possam ser utilizados como alternativa profilatica e
terapéutica no controle de doencas do beijupird, substituindo o0s agentes
quimioterapicos, além da possibilidade de representarem melhoria no desempenho

zootécnico do animal.
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406  Tabela 1. Pesos e comprimentos médios de beijupirds provenientes de tanque bercario e

407  sistema offshore coletados no periodo de novembro de 2010 a julho de 2011 (Recife,

408  Brasil).
Coleta Sistema
Variavel Minimo Maximo Média + DP
més/ano de cultivo
11-12/2010  bercario 77,88 192,29 139,30 + 31,52
Peso ()

01-07/2011  offshore 150,40 1025,00 456,77 + 264,46

11-12/2010  bercario 24,50 29,00 27,13+ 1,46

Comprimento (cm)
01-07/2011  offshore 28,00 49,00 37,29 £ 6,05

409  DP=desvio padrédo
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410 Tabela 2. Didmetros médios (xDP) dos halos de inibi¢do produzidos por isolados do
411  intestino de Rachycentron canadum no teste de antagonismo in vitro frente a cinco
412  patdgenos.

Potenciais probidticos Diametros médios dos halos de inibi¢do (mm)

Isol. ) Identificacéo vp® AH® SA® PA® vvE®

2 Lactobacillus spp. 3,13+0,15"® 6,63+0,35™ 0% 7,73+0,06™ 8,37 +0,32%

7 Bacillus cereus  4,10+0,17%® 0 0 5,47+0,11°° 0

11  Bacillus coagulans 0 0 9,23+0,21°°  2,73+0,15® 6,57 +0,67°

15 Bacillus cereus 0% 0 04 9,07+0,11"® 0

17 L. plantarum  3,00+0,20°* 4,23+0,25® 16,25+0,07%° 7,13+0,15° 18,6 + 0,149

24 Bacillus spp. 0 (e (1 5,77+0,15°® 0

29 B.coagulans  8,56+0,05 4,06+0,11** 17,13+0,23"° 6,1+0,17°®® 17,93 +0,11%

30 Klebsiela spp.  3,06+0,11°® 0 9,13+0,23°®  8,77+0,06° 6,53 + 0,55

31 Klebsiela spp.  8,20+0,20% 0 9,440,10°  14,17+0,15F 4,13 +0,42"®

34 L. plantarum  4,13+0,15* 4,37+0,15** 1553+0,15 8,73+0,06° 20,4 +0,10°

37  Bacillus circulans  4,73x0,21%*  9,1#0,10"  12,53+0,06" 9,53+0,15® 23,13+0,23°

38 L. lactis ssp. lactis 5,47+0,11%* 6,13+0,11°®® 14,60+0,10° 6,1+0,17°®® 19,17 +0,15"°

40 L.plantarum  4,17+0,29°* 8,33+0,15%  14,2+0,20°  6,27+0,25"® 16,23 +0,21™

41 Bacillus firmus  5,10£0,17%® 3,37+0,32°*  7,33+0,30°°  7,43+0,06° 14,67 +0,15%®

44 L. lactis ssp. lactis  4,17+0,15%* 5,07+0,11°® 16,23+0,15%° 8,47+0,25% 19,13 +0,15™
413 DP = Desvio padrdo; PIsolado bacteriano; “Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802);
414  ®Aeromonas hydrophila (IOC/FDA 110-36); “Streptococcus agalactiae (ATCC 13813);
415 ®pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442); ©Vibrio vulnificus (ATCC 27562). Letras
416  minGsculas diferentes na mesma coluna diferem significamente (P<0,05) os didametros dos halos
417  entre bactérias potenciais probidticas; letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem
418  significativamente (P<0,05) os didmetros dos halos entre as bactérias patogénicas.
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5. ANEXO (Normas para publicacio na Revista Pesquisa
Agropecuaria Brasileira)

INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE TRABALHOS NA REVISTA PAB

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos e ndo podem ter sido encaminhados a
outro periddico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais
de 250 palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

A Comissdo Editorial faz anélise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa andlise, consideram-se aspectos como: escopo; apresentacdo do artigo
segundo as normas da revista; formulacdo do objetivo de forma clara; clareza da
redacdo; fundamentacdo teorica; atualizacdo da revisdo da literatura; coeréncia e
precisdo da metodologia; resultados com contribuicdo significativa; discussao dos fatos
observados frente aos descritos na literatura; qualidade das tabelas e figuras;
originalidade e consisténcia das conclusdes. Ap6s a aplicacdo desses critérios, se 0
nimero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicagdo, é
aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sé@o aprovados os trabalhos cuja
contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico é considerada mais significativa.
Esse critério s6 e aplicado aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade para
publicagdo na revista, mas que, em razdo do elevado nimero, ndo podem ser todos
aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e 0s
demais sdo submetidos a analise de assessores cientificos, especialistas da area técnica
do artigo.

Sao considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Revisdo, este ultimo a convite do Editor.
Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

O texto deve ser digitado no editor de texto Word, em espago duplo, fonte Times New
Roman, corpo 12, folha formato A4, margens de 2,5 cm, com paginas e linhas
numeradas.

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) € uma publicacdo mensal da
Embrapa, que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués,
espanhol ou inglés, resultantes de pesquisas de interesse agropecuario. A principal
forma de contribuicdo é o Artigo, mas a PAB também publica Notas Cientificas e
Revisdes a convite do Editor.

Analise dos artigos

A Comissdo Editorial faz a analise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacdo do artigo
segundo as normas da revista, formulacdo do objetivo de forma clara, clareza da
redacdo, fundamentacdo teorica, atualizacdo da revisdo da literatura, coeréncia e
precisdo da metodologia, resultados com contribuicéo significativa, discussao dos fatos
observados em relacdo aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e figuras,
originalidade e consisténcia das conclusdes. Ap6s a aplicacdo desses critérios, se 0
namero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicacdo, é
aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sé@o aprovados os trabalhos cuja
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contribuicéo para o avango do conhecimento cientifico é considerada mais significativa.
Esse critério é aplicado somente aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade
para publicacdo na revista, mas que, em razdo do elevado nimero, ndo podem ser todos
aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e 0s
demais sdo submetidos a anélise de assessores cientificos, especialistas da area técnica
do artigo.

Forma e preparacéo de manuscritos

- Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados — tabelas e figuras
— publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de divulgacao técnico-
cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas
cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados simultaneamente a outro periodico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250
palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

- S&o considerados, para publicagdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Revisdo, este ultimo a convite do Editor.
- Os trabalhos publicados na PAB séo agrupados em areas técnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espaco duplo, fonte
Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com paginas
e linhas numeradas.

Informacdes necessarias na submissao on-line de trabalhos

No passo 1 da submisséo (Inicio), em "comentarios ao editor”, informar a relevancia e o
aspecto inédito do trabalho.

No passo 2 da submissé@o (Inclusdo de metadados), em "resumo da biografia” de cada
autor, informar a formacdo e o grau académico. Clicar em "incluir autor" para inserir
todos os coautores do trabalho, na ordem de autoria.

Ainda no passo 2, copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexacdo (key words)
do trabalho nos respectivos campos do sistema. Depois, ir a parte superior da tela, no
campo "ldioma do formulario", e selecionar "English". Descer a tela (clicar na barra de
rolagem) e copiar e colar o "title", "abstract” e 0s "index terms" nos campos
correspondentes. (Para dar continuidade ao processo de submissdo, é necessario que
tanto o titulo, o resumo e os termos para indexagdo quanto o title, o abstract e os index
terms do manuscrito tenham sido fornecidos.)

No passo 3 da submissdo (Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho completo
em arquivo Microsoft Word 1997 a 2003.

No passo 4 da submissdo (Transferéncia de documentos suplementares), carregar, no
sistema on-line da revista PAB, um arquivo Word com todas as cartas (mensagens) de
concordancia dos coautores coladas conforme as explicagfes abaixo:

Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concordancia com o seguinte
conteudo: “"Eu, ..., concordo com o conteldo do trabalho intitulado "....." e com a
submissdo para a publicacédo na revista PAB.

Como fazer: Peca ao coautor que lhe envie um e-mail de concordancia, encaminhe-o
para o seu proprio e-mail (assim gerara os dados da mensagem original: assunto, data,
de e para), marque todo o email e copie e depois cole no arquivo word. Assim, teremos
todas as cartas de concordancias dos co-autores num mesmo  arquivo.
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Organizacéao do Artigo Cientifico

- A ordenagdo do artigo deve ser feita da seguinte forma:
- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Resumo,
Termos para indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e
figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderec¢os institucionais e eletrénicos, Abstract,
Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexacdo, Introduction,
Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
References, tables, figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Resumen,
Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccion,
Materiales y Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos,
Referencias, cuadros e figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no
caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 péaginas, incluindo-se as ilustracdes
(tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o contetdo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposic¢oes e as conjuncdes.

- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.
- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como "efeito" ou
"influéncia”.

- Néo deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente 0 nome binario.

- N&o deve conter subtitulo, abreviagdes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperacgéo do artigo por indices desenvolvidos
por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maiuscula, por extenso, separados por
virgula; os dois ultimos sdo separados pela conjuncdo "e", "y" ou "and", no caso de
artigop em portugués,  espanhol ou em inglés, respectivamente.
- O ltimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo
arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco

do autor.

Endereco dos autores

- Sao apresentados abaixo dos nomes dos autores, o0 nome e 0 endereco postal
completos da instituicdo e o endereco eletrdnico dos autores, indicados pelo nimero em
algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente.
- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicao.
- Os enderecos eletrénicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por
virgula.

Resumo
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- O termo Resumo deve ser grafado em letras minUsculas, exceto a letra inicial, na
margem esquerda, e separado do texto por travessao.

- Deve conter, no méximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposi¢des, conjuncdes e
artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos, 0s
resultados e a concluséo.

- Néo deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexacédo

- A expressdo Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em
letras minusculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.
- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

- Né&o devem conter palavras que componham 0 titulo.
- Devem conter o nome cientifico (s6 o nome binario) da espécie estudada.
- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual
Agricultural Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO

Introducéo

- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras mindsculas, exceto a
letra inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relacdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.

- O dltimo paragrafo deve expressar 0 objetivo de forma coerente com o descrito no
inicio do Resumo.

Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras minudsculas, exceto as letras iniciais.
- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem  cronologica.
- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e
indicar os tratamentos, o numero de repeticbes e o tamanho da unidade experimental.
- Deve conter a descricdo detalhada dos tratamentos e variaveis.

- Deve-se evitar 0 uso de abreviagGes ou as siglas.

- Os materiais e 0s métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa
repetir o experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descricdes de técnicas de uso
corrente.

- Deve conter informacdo sobre os métodos estatisticos e as transformacdes de dados.
- Deve-se evitar o0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com
letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pégina.

Resultados e Discussdo
- A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com
letras minGsculas, exceto a letra inicial.



BARROS, C. N. Bactérias com potencial probidtico isoladas do intestino... 54

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
- As tabelas e figuras sdo citadas sequencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em
relagdo aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.

- Dados néo apresentados ndo podem ser discutidos.

- N&o deve conter afirmacbes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no
proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragdo do
texto em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou
figura, ndo é necessaria nova chamada.

- Néo apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusdes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

- N&o podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com "Ao, Aos, A ou As" (pessoas ou
instituicoes).

- Devem conter 0 motivo do agradecimento.

Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser
dos dltimos 10 anos e 70% de artigos de periodicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacdes
descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por
ponto-e-virgula, sem numeracao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacdo de citagéo.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada.
- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)
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AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periodicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificagdo de QTL
associados a simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.AS.;
BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O
agronegécio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algoddo; Brasilia:
Embrapa Informacdo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do
Brasil. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e
Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de producédo, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolédgico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletrénicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econdmicos, sociais
e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do ano de
2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria
Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.

Citacoes

- N&o sdo aceitas citagdes de resumos, comunicacao pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados.

- A autocitacdo deve ser evitada.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptacdes
descritas a seguir.

- Redacdo das citacGes dentro de parénteses

- Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiuscula, seguido de
virgula e ano de publicacéo.

- Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maidscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.

- Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a
primeira letra maidscula, seguido da expresséo et al., em fonte normal, virgula e ano de



BARROS, C. N. Bactérias com potencial probidtico isoladas do intestino... 56

publicagéo.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a
ordem alfabética dos autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: 0s nomes destes ndo devem ser
repetidos; colocar os anos de publicacdo separados por virgula.

- Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original,
seguido da expressédo “citado por" e da citagdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citacdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de
uso de citacdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de
referéncias.

- Redacdo das citacOes fora de parénteses

- CitacGes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientacfes
anteriores, com o0s anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressdes e equacdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado
da fonte Times New Roman.

- Ndo devem apresentar letras em italico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas seqlencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apos as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares séo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve
ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e
das variaveis dependentes.

- No cabecalho, 0os nomes das variaveis que representam o contetdo de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional
de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo
algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-
rodapé explicativa.

- Na comparacao de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna
ou na linha, a direita do dado, letras mindsculas ou maidsculas, com a indicacdo em
nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabec¢alho do titulo, e do corpo; usa-
los ainda na base da tabela, para separar o contetdo dos elementos complementares.
Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar
fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela;
ndo fazer espacamento utilizando a barra de espac¢o do teclado, mas o recurso recuo do
menu Formatar Paragrafo.
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- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem
constar nas referéncias.

- Notas de chamada: sdo informacdes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na
coluna indicadora. S8o0 apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha,
separadas por ponto.

- Para indicacéo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma
de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (nao-significativo); * e ** (significativo
a5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar
0 texto.

- SO0 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a
documentacdo dos fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencGes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no
titulo, ou entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
mailsculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras néo-originais devem conter, apos o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as
fontes devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias € obrigatorio, como também é obrigatorio o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em sua
elaboracéo.

- As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras
devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como:
circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os nimeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na prépria figura, evitando o excesso de
informacdes que comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reprodugéo
grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a
edicdo em possiveis correcoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e
100%, para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto.
- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas
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- Notas cientificas sdo breves comunicages, cuja publicacdo imediata é justificada, por
se tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um
artigo cientifico completo.

- Apresentacdo de Notas Cientificas

- A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com
as chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacao, titulo em
inglés, Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introdugéo, material e
métodos, resultados e discussdo, e conclusdo, sem divisao), Referéncias, tabelas e
figuras.

- As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico,
exceto nos seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito pdaginas, incluindo-se tabelas e figuras.
- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustracdes (tabelas e figuras).

Outras informac6es

- Néo héa cobranca de taxa de publicacéo.

- Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo revisados por no minimo dois
especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacdes nos
artigos e de decidir sobre a sua publicagéo.

- Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e
3273-9616, fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos correios:
Embrapa Informag&o Tecnoldgica

Pesquisa Agropecudria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315

CEP 70770 901 Brasilia, DF



