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RESUMO 

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é a palmeira de maior importância mundial, sendo fonte de matérias-primas para inúmeros produtos. Um dos principais problemas relacionados à cultura são os fitossanitários. Dentre as doenças que ocorrem à cultura do coqueiro a resinose, causada pelo fungo Thielaviopsis paradoxa se mostra uma doença de grande importância econômica. O uso de controle biológico por microrganismos é uma alternativa inteligente para a redução ou eliminação do uso de agroquímicos. O objetivo deste estudo foi selecionar isolados de rizobactérias com ação antagônica sobre T. paradoxa, utilizando o método de pareamento. Discos de micélio do patógeno e o isolado de rizobactéria foram dispostos equidistantes em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata, Dextrose e Ágar) e mantidos em temperatura de 25ºC e fotoperíodo de 12 horas. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com cinco repetições, utilizando três isolados de rizobactérias (32113, 32111 e R92) e o tratamento controle (disco somente com meio de cultura). As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p-valor≤0,05), no programa SISVAR. Dentre os isolados destacamos a BRM-32113 que inibiu o IVCM em 22,89% e em 23% comparada ao controle. Os estudos de controle biológico da doença com rizobactérias mostraram resultados promissores e devem avançar para a casa de vegetação para avaliar a redução da severidade de resinose em coqueiro.

Palavras-chave: Biocontrole. Antagonismo. Cocos nuficera 

Área de Interesse do Simpósio: Agronomia.



[bookmark: _GoBack]


INTRODUÇÃO

		O coqueiro (Cocos nucifera L.) é a palmeira de maior importância mundial, sendo fonte de matérias-primas para inúmeros produtos, quer sejam industriais ou artesanais (FONTENELE, 2005; TAVARES, 2010). Um dos principais problemas relacionados a cultura desta palmeira são os fitossanitários (COSTA et al., 2002). Dentre as doenças que ocorrem à cultura do coqueiro, a resinose cujo agente etiológico é o fungo Thielaviopsis paradoxa (De Seynes) Höhn. (anamorfo do ascomiceto Ceratocystis paradoxa (Dade) C. Moreau), é uma doença de grande importância econômica. As plantas infectadas apresentam exsudação de seiva que escorre por fissuras no estipe. Na região interna do estipe verificam-se extensas lesões amarronzadas e nas raízes ocorrem lesões necróticas prejudicando a absorção e/ou translocação de água e nutrientes do solo até as folhas (WARWICK et al., 2004).
O controle biológico por microrganismos apresenta-se como alternativa inteligente para a redução ou eliminação do uso de agroquímicos no controle de fitopatógenos. A diversidade destes, bem como suas relações antagônicas, se mostram como importante ferramenta para o controle biológico aplicado (ROMEIRO et al., 2005; HALFELD-VIEIRA et al., 2006). 
Bactérias dos gêneros Pseudomonas e Bacillus estão entre as mais estudadas quanto ao seu potencial como agentes de biocontrole (LASLO et al., 2012), sendo generosas espécies de bactérias antagonistas de maior prevalência: Pseudomonas do grupo fluorescentes (P. putidae, P. fluorescens), Bacillus spp., Streptomyces spp. e representantes da família Enterobacteriaceae (CAMPOS SILVA et al., 2008). 
		Com isso o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficácia de rizobactérias no controle “in vitro” de Thielaviopsis paradoxa isolado de folhas sintomáticas de coqueiro.

MATERIAL E MÉTODOS 
O experimento foi realizado no Laboratório de Proteção de Plantas-LPP da Universidade Federal Rural da Amazônia-UFRA (1°27'31" S e 48°26'04.5" O). As amostras de folhas sintomáticas de coqueiro foram coletadas da Fazenda Reunidas Sococo localizada no município de Santa Isabel – PA (1°13’26” S e 48°02’29” W).


Obtenção do patógeno 
O isolamento foi realizado de forma indireta utilizando amostras foliares com sintomas do ataque do patógeno. As amostras foram lavadas com água corrente e sabão, em seguida foram cortadas em pequenos fragmentos do material para que pudesse ser realizado o isolamento. Para isso utilizou-se álcool 70% (30 segundos), hipoclorito de sódio (1 minuto) e água destilada autoclavada. Após o procedimento as amostras foram colocadas em meio de cultura Batata-Dextrose-Ágar (BDA), no qual as colônias foram mantidas em temperatura ambiente com fotoperiodo de 12h até que fossem identificadas estruturas de reprodução do patógeno (BARNET; HUNTER, 1972).

Obtenção de isolados de rizobactérias
Os isolados de Pseudomonas fluorescens (32111) e Burkholderia pyrrocinia (32113) fazem parte da coleção de isolados do Laboratório de Proteção de Plantas-UFRA, e foram isoladas de rizosfera de plantas de arroz. O isolado R92 foi isolado de rizosfera de açaí (KADO; HESKETT, 1970).

Delineamento Experimental
Para avaliar o antagonismo de rizobactérias e T. paradoxa utilizou-se placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Em cada placa foram colocados discos de micélio do patógeno, com 8 mm de diâmetro. Com o auxilio de uma alça de platina contendo colônias de rizobactérias foi feito um risco estriado na extremidade oposta ao patógeno. Para o tratamento controle foram colocados discos de micélio do patógeno nas placas, contendo meio BDA, e não foi feito o risco na extremidade da placa com a cultura antagonista.
As placas foram mantidas em câmaras do tipo B.O.D, as quais foram incubadas em temperatura de 28C° com fotoperíodo alternado (12h claro e 12h escuro) durante quatro dias. O experimento foi realizado com quatro tratamentos (rizobactérias – 32111, 32113, R92 e patógeno) e cinco repetições. 



Analise estatística 
Os dados obtidos foram utilizados no cálculo do Índice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) (OLIVEIRA, 1991), onde IVCM = Ʃ (D – Da)/N, sendo D= diâmetro médio atual da colônia; Da= diâmetro médio da colônia no dia anterior e N= número de dias após a inoculação. 
 Foi avaliada a porcentagem de inibição de crescimento micelial em relação proposto por Ezziyyani (2004), segundo a formula PICR = R1 – R2/R1. Onde o PICR= % de inibição de crescimento micelial, R1= Raio do tratamento controle e R2= Raio do tratamento.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com cinco repetições, em arranjo fatorial 4×5. A análise estatística de variância e as médias de crescimento foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p-valor≤0,05).

RESULTADO E DISCUSSÃO 
	Dentre os isolados testados a BRM-32113 foi o que obteve melhor resultado quanto à inibição in vitro no IVCM com 2,93 cm, enquanto o controle apresentou 3,96 cm (Figura 1). Na inibição do crescimento micelial (PICR), BRM-32113 apresentou melhor resultado com 22,89% (Tabela1). A eficiência na atividade “in vitro” apresentada por rizobactérias está associada à capacidade que essas bactérias têm em produzir antibióticos capazes de atuar na inibição do crescimento micelial de fungos (MORADI et al., 2012). A ação antagônica também é dependente do meio de cultura utilizado, havendo substâncias que possuem a capacidade bacteriocinogênica e a habilidade de inibição em condições de laboratório (FUTUYA et al., 1991).








Figura 1- Crescimento micelial do T. paradoxa em cultivo pareado in vitro, com rizobactérias. Médias com letras iguais não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p ≤ 0,05).
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Tabela 1- Inibição do crescimento micelial (%) do T. paradoxa na presença do rizobactérias. Médias com letras iguais não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p ≤ 0,05).



	
Tratamentos
	Antagonismo

	
	PICR (%)

	BRM-32113
	22,89 b

	BRM-32111
	0,00 a

	R 92
	0,00 a

	CONTROLE
	0,00 a

	CV (%)
	17,55




CONCLUSÃO
	O estudo de controle biológico de T. paradoxa com a utilização de rizobactérias (especialmente o isolado BRM-32113) apresentou resultados promissores no controle da doença in vitro e devem avançar para a casa de vegetação para avaliar a redução da severidade de resinose em coqueiro.
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