Nativa, Sinop, v. 6, n. 3, p. 233-240, mai./jun. 2018.
Pesquisas Agrarias e Ambientais
DOI: http://dx.doi.org/10.31413/nativa.v6i3.4531

http://www.ufmt.br/nativa ISSN: 2318-7670

Controle biologico de Bursaphelenchus cocophilus por rizobactérias
e Trichoderma spp.

Carina Melo da SILVA!, Cassia Cristina Chaves PINHEIRO?, Ieda Alana Leite de SOUSA?,
Paulo Manoel Pontes LINS?, Gisele Barata da SILVA'?, Eudes de Arruda Carvalho*

"Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia, Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém, PA, Brasil.
’Instituto de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém, PA, Brasil.
3Sococo Agroindistria da Amazonia SA, Ananindeua, PA, Brasil.

“Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brasil.

*E-mail: carinamelosilva@gmail.com

Recebido em janeiro/2017; Aceito em margo/2018.

RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de rizobactérias e Trichoderma spp. no controle
biolégico de Bursaphelenchus cocophilus. Foram avaliados 19 isolados de Pseudomonas spp. (P), 29 de
Bacillus spp. (B) e 27 de Trichoderma spp. (T), obtidos de plantio comercial. Os isolados foram caracterizados
quanto a produgdo de compostos bioquimicos. Foi avaliada a taxa de mortalidade de B. cocophilus in vitro ¢ in
vivo, neste ltimo realizou-se também a quantificagdo das enzimas relacionadas a patogénese. Os isolados B14
¢ P41 proporcionaram 69% e 56% de taxa de mortalidade de nematoides, respectivamente e foram tanto
proteoliticos como solubilizadores de fosfato. Os isolados T41 e T54 apresentaram 96% de mortalidade de B.
cocophilus in vitro e foram produtores de quitinases, protease e sideréforos. No experimento in vivo, os
isolados de rizobactérias B14, B23 e P23 promoveram maior taxa de mortalidade do B. cocophilus do que os
demais tratamentos. As mudas de coqueiro inoculadas com o B. cocophilus apresentaram aumento nas
atividades das enzimas peroxidases, quitinase e P-1,3-glucanases, quando comparadas com a testemunha
(mudas ndo inoculadas). Os isolados B41, P14, T41 e T54 apresentaram-se como potenciais agentes de controle
biolégico do B. cocophilus.

Palavras-chave: anel vermelho, antagonismo, nematoide.

Biologic control of Bursaphelenchus cocophilus with rhizobacteria and Trichoderma isolates

ABSTRACT: The purpose of this study was to evaluate the potential of rhizobacteria Pseudomonas spp. and
Bacillus spp. and Trichoderma spp. isolates on the biological control of the nematode Bursaphelenchus
cocophilus. The potential biological control isolates (48 rhizobacteria and 27 Trichoderma spp.) were
characterized biochemically. The biological control experiments were carried out "in vitro" and "in vivo", and
in the later one, the mortality rate of the nematodes and the pathogenesis related enzymes were evaluated.
Rhizobacterial isolates B14 and P41 provided a high nematode mortality rate (69% and 56%, respectively) and
both were proteolytic and phosphate solubilizers. In the "in vivo" experiment, rhizobacterial isolates B14, B23
and P23 tested the highest mortality rates of B. cocophilus than the isolates of Trichoderma spp. and of the
control as coconut saplings challenged with B. cocophilus showed indices higher in enzyme activities,
peroxidases, chitinase and B-1,3-glucanases when compared to witness (seedling not inoculated). The isolates
B41, P14, T41 and T54 were presented as potential biological control agents of B. cocophilus.

Keywords: red ring, antagonism, nematode.

1. INTRODUCAO

A cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.) apresenta
grande importancia econdémica mundial, tendo sua produgéo
distribuida principalmente entre a Asia (83%), América
(8,7%), Africa (3,4%) e Oceania (4,8%). O Brasil ¢ o quarto
maior produtor de coco do mundo com area plantada de
250.554 mil.ha! (FAO, 2014). No entanto, a produtividade
do coqueiro pode ser limitada por varias doengas, dentre as
quais estd o anel vermelho, cujo agente etioldgico € o
nematoide Bursaphelenchus cocophilus (COBB) Baujard.
(GERBER; GIBLIN-DAVIS, 1990), um endoparasita
migrador, que pode infectar o coqueiro pelo contato de raizes
de planta infectada com planta sadia, por meio de ferramentas
contaminadas e pelo inseto vetor (Rhynchophorus
palmarum), resultando na morte da planta (AGRIOS, 2005).

O processo de infeccdo do nematoide inicia com a
penetracdo nas raizes e/ou na parte aérea do coqueiro,
estimulando a liberagdo de enzimas que matam as células
adjacentes, resultando na oclusdo nos vasos do xilema. Como
sintoma interno, ha formagdo de uma faixa circular necrotica
(anel) de 2 a 5 cm de diametro de cor laranja-vermelho, que
pode progredir para o colapso dos vasos do estipe (caule),
levando & morte da planta e os sintomas externos iniciam
com a coloracdo amarelo ouro das folhas basais, seguida de
necrose ¢ quebra da raquis e, com o progresso da doenga, as
folhas verdes centrais se dobram, secam e a planta morre
(AGRIOS, 2005).

O método mais eficiente para a evitar a dispersdo da
populagdo do B. cocophilus ¢ a captura massal do inseto
vetor, em armadilhas com feromoénio (GERBER; GIBLIN-
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DAVIS, 1990). Nao ha cultivares ou hibridos resistentes a
doenca disponiveis para o plantio e a aplicacdo de
nematicidas quimicos ndo estd regulamentada no Brasil
(AGROFIT, 2017), além de que as aplicagdes desses
produtos em culturas perenes ndo resultam em controle
efetivo, podendo se tornar inviaveis economicamente.

O controle biolégico consiste do emprego de
microrganismos  benéficos  ativos, possibilitando o
antagonismo ou parasitismo direto do patogeno através da
producdo ou ativagdo de compostos nas plantas, como
quitinases, glucanases (B-1,3-glucanases), proteases e
sideroforos pelos agentes de controle biologico (CHEN et al.,
2015). A secregdo dessas enzimas hidrolisa os componentes
da parede celular do patogeno, tais como a quitina, glucano e
celulose (LUNGE; PATIL, 2012). Desta forma, o controle
bioldgico pode ser uma alternativa para o manejo integrado
da doenga anel vermelho.

Além das rizobactérias, fungos do género Trichoderma
podem produzir enzimas ¢ antibidticos para atuar no controle
de patogenos e, em alguns casos, sdo considerados indutores
de resisténcia bidticos, constituindo-se, por isso, em
importantes agentes de controle biologico de doencas em
plantas (AGRAWAL; KOTASTHANE, 2012; LUNGE,;
PATIL, 2012).

O fungo Trichoderma spp. pode liberar enzimas de
degradag@o como quitinases, glucanases (B-1,3-glucanases) e
proteases (SHARON et al. 2001; SAHEBANI; HADAVI,
2008), além de atuar como produtores de sideroforos, ligantes
especificos de Fe (III), que desempenham a fungdo de
solubilizar especificamente ferro, em presenga de outros ions
metalicos e estdo relacionados a capacidade de competicao
com outros microrganismos, pois permitem o sequestro de
ferro no solo, fator determinante na competicdo em ambiente
onde a disponibilidade de ferro ¢ limitada (BENITE;
MACHADO, 2002; VITTONE, 2008).

Estudos evidenciaram a agdo de microrganismos como o
Trichoderma spp. sobre espécies de nematoides em diferentes
patossistemas. Affokpon et al. (2011) avaliaram 17 isolados
de Trichoderma spp. e observaram que cinco isolados que
reduziram em até 80% a populagdo de M. incognita nas
culturas do tomate e cenoura. Isolados de bactérias do género
Bacillus spp. e Pseudomonas spp. podem apresentar
capacidade de invadir os tecidos internos das plantas e de
colonizar seu interior, agindo sobre os nematoides no solo ¢
na planta hospedeira (MACHADO et al., 2012).

Estudos evidenciaram a acdo de rizobactérias no controle
de diversas espécies de fitonematoides. Rizobactérias dos
géneros Pseudomonas e Bacillus reduziram a populacdo de
Radopholus similis, nematoide da bananeira (CHAVES et al.,
2009) e Heterodera filipjevi, nematoide da cultura do trigo
(ZHANG et al.,, 2016). Entretanto, ndo ha registros de
controle  biolégico do nematoide  Bursaphelenchus
cocophilus.

Dada a importancia econdmico-social da cultura do
coqueiro bem como os danos provocado pela doenga do anel
vermelho a cultura, essa pesquisa teve como objetivo avaliar
o potencial bioldgico de rizobactérias e Trichoderma spp. no
controle do fitonematoide Bursaphelenchus cocophilus.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras de solo e¢ de raizes para isolamentos de
rizobactérias, fungos com potencial antagonista e do
nematoide B. cocophilus, foram obtidas a partir de amostras
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coletadas na rizosfera de coqueiros de plantio comercial,
localizado no municipio de Moju, estado do Pard, sob as
coordenadas geograficas de 02° 07' 11" S e 048° 38' 45" W,
sendo encaminhadas para o Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Amazonia Oriental em Belém, Para.

Foi realizado o processo de obtencdo das rizobactérias
pelo método de diluigdo seriada (SANHUEZA; MELO,
2007). Apos 48 h, para confirmagdo do género, as colonias
foram submetidas a camara escura sob luz UV de 365 nm,
para avaliacdo da fluorescéncia e ao teste de Ryu (KOH a
3%) seguindo Ryu (1940) para a confirmagdo da
caracteristica gram negativa de Pseudomonas spp. € gram
positiva de Bacillus spp. Os isolados de rizobactérias obtidos
foram repicados e preservados em microtubos criogénicos
contendo agua destilada esterilizada, com quatro replicatas.

O isolamento dos fungos Trichoderma spp. foi realizado
pelo método de diluigdo seriada (LUNGE; PATIL, 2012). As
placas foram mantidas a 25 °C sob regime de luz claro
continuo, ap6s 48 horas, foi realizada a repicagem das
coloénias para meio de cultura BDA. Os isolados de
Trichoderma spp. foram preservados em tubos contendo agua
destilada esterilizada.

Os isolados de rizobactérias dos géneros Bacillus e
Pseudomonas foram repicados para os meios NA e King B,
respectivamente, para a classificacdo morfologica e
caracterizagdo bioquimica (solubilizadores de fosfato,
sider6foros e produtores de protease). E os isolados fungicos
foram repicados para o meio BDA para a caracterizagdo
bioquimica (produtores de protease, de quitinase e
sideroforos).

As colonias bacterianas foram classificadas quanto a cor
(branca, creme, creme escuro, amarelo, amarelo-escuro e
vermelha), forma (puntiforme, circular, irregular, rizoide e
fuso), elevacdo (achatada, elevada, convexa e ondulada),
borda (inteiro, ondulado, lobado e erosado), superficie (lisa e
rugosa) e consisténcia (viscosa, seca, aquosa € gomosa)
(KLEMENT et al., 1990).

A habilidade das bactérias para solubilizagdo de fosfato
foi avaliada com meio de cultura 4 base de CaCl, ¢ K;HPO4
sendo considerado solubilizadores de fosfato as colonias que
apresentaram halos e para producdo de quitinase utilizou-se
meio de cultura contendo quitina coloidal, consideradas
produtoras dessas enzimas as colonias que formaram uma
zona clara em torno da colonia (VASCONCELLOS, 2010).
O teste de protease foi realizado de acordo com Berg et al.
(2002A), utilizando o meio de cultura TSA (agar triptona de
soja) com leite (500 mL/L de meio TSA), sendo avaliada a
presenca de zonas claras no meio.

Os isolados de Trichoderma spp. foram avaliados quanto
a produgdo de quitinase, protease e sideroforos. O teste para
quitinase foi conduzido segundo a metodologia de Agrawal e
Kotasthane, (2012), sendo considerados positivos os isolados
que apresentaram formagdo de halo com coloragdo
avermelhada. A produgdo de sider6foros foi realizada pela
técnica do cromo azurol S (CAS) de acordo com Schwyn e
Neilands (1987), sendo avaliada a alteragdo de cor da solugdo
de azulada para amarelo avermelhada. Os isolados produtores
de protease foram avaliados utilizando-se meio agar-leite
(BERG et al., 2002B), os isolados que apresentaram halo
transparente foram caracterizados como produtores de
protease,

Para os experimentos de controle biologico do B.
Cocophilus in vitro e in vivo foram realizadas suspensdes
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bacterianas, ajustando-se a concentragdo final em 1,5 x 103
Unidade Formadora de Colonias (UFC), utilizando-se 10 mL
para os experimentos in vitro e 50 mL para in vivo,
utilizando o aparelho espectofotdmetro (Spectrum SP
2000UV) em absorbancia, no comprimento de onda de 600
nm. Enquanto que para os fungos Trichoderma spp. foram
ajustadas as suspensdes para concentragio de 108 esporos.mL-
! aferido pela “cmara de Neubauer”, para o volume final de
10 mL para o experimento in vitro e 50 mL para in vivo.

O B. cocophilus foi extraido 72 h antes do inicio dos
experimentos de controle biologico, empregando-se a
metodologia do Funil de Baermann adaptada de Hussey e
Barker (1973), onde 50 g de solo foram colocadas sobre
papel filtro dentro de um funil, adicionando-se 200 mL de
dgua esterilizada para decantagdo durante 24 h. Em seguida,
os nematoides foram separados dos residuos, utilizando-se
peneira de 200 mesh sobreposta a de 400 mesh e a
quantificagdo do patéogeno foi realizada, separando
individualmente 25 nematoides por placa, sob microscopio
estereoscopico binocular.

Para o experimento com controle biologico in vitro do
nematoide B. cocophilus foi realizado o plaqueamento em
placas de Petri (=5 cm), adicionando-se 10 mL de
suspensdo dos microrganismos (isolados de rizobactérias ou
fungos), mais 20 nematoides, as placas foram mantidas em
camaras de crescimento na auséncia de luz a 28 £2 °C.

A testemunha consistiu de 10 mL de agua esterilizada
contendo 20 nematoides. Foram utilizados 19 isolados de
Pseudomonas spp., 29 isolados de Bacillus spp. e 27 isolados
de Trichoderma spp., em delineamento inteiramente ao acaso
com cinco repeti¢oes. Apo6s 24 h foi avaliado o numero de
nematoide mortos, contabilizados com auxilio do
microscopio estereoscopico binocular. Ao final foi calculada
a taxa de mortalidade de nematoide segundo Zhang et al.
(2016).

O experimento de controle biologico do B. cocophilus in
vivo consistiu de seis tratamentos, trés isolados de bactérias,
dois pertencentes ao género Bacillus (B14 e B23), um de
Pseudomonas spp. (P23) e trés isolados de Trichoderma spp.
(T54, T49 e T47). O tratamento testemunha (TI) foi
inoculada apenas com B. cocophilus e a testemunha absoluta
(TO), inoculada apenas com 4agua esterilizada. O
delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso, com cinco
repetigdes.

As mudas de coqueiro utilizadas no experimento “in
vivo” foram hibridos PB 123 (cruzamento das variedades
Ando-amarelo da Malasia x Gigante de Renel), aos seis
meses de idade, em vasos contendo 5 kg de solo esterilizado.
Cada planta e seu respectivo solo foram inoculados via rega,
com 50 mL de suspensdo bacteriana ou de fungos. Apds sete
dias, cada planta foi inoculada com 150 nematoides, em
perfuracdes de 2 cm de profundidade no solo ao redor do
colo da planta.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo, com
temperatura entre 26 °C e 28 °C. A parcela experimental foi
constituida por uma muda de coqueiro. Apds 30 dias da
inoculagdo com nematoide, foi coletada uma amostra
composta de 100 g de solo de cada vaso, para a analise
quantitativa da populagdo de B. cocophilus, empregando-se a
metodologia do Funil de Baermann. Foi calculada a taxa de
mortalidade de nematoide, segundo Zhang et al. (2016).

Os dados foram submetidos a analise de agrupamento As
analises foram conduzidas no programa estatistico SPSS 20 e
as médias dos diferentes grupos submetidas ao teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

No experimento “in vivo”, ap6s 30 dias da inoculagdo
com B. cocophilus, foram coletadas as duas folhas mais
jovens de cada muda de coqueiro e imersas imediatamente
em N, para o armazenamento em condigdes de congelamento,
para avaliacdo das enzimas de indugdo de resisténcia
(quitinase e fB-1,3-glucanases) e de estresse oxidativo
(peroxidases).

A atividade de quitinase foi estimada de acordo com a
metodologia de Nawani e Kapadnis (2005), o ensaio
constituiu-se de 1 ml de quitina coloidal a 1% (p/v) em
tampdo fosfato de citrato (0,1 M com pH 5,5) e do acido
dinitrosalicilico (DNS), a atividade de quitinase foi
mensurada em mU/mL. A atividade da f-1,3-glucanases
seguiu Lever (1972), utilizando-se como tampao 230 uL de
acetato de soédio 100 mM (pH 5,0) e como substrato 250 uLb
de laminarina (4 mg mL- '), adicionando-se 20 pL do extrato
vegetal e 500 pL do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), os
resultados foram expressos em unidades de absorbancia min®
"'mg'de proteina. A atividlade da enzima guaiacol
peroxidase (GPX) foi determinada segundo a metodologia de
Zeraik et al. (2008), com uso de 1 mL de guaiacol 15,0 mmol
L' como substrato ¢ de 1 mL do tampdo fosfato 0,1 mol L-
"(pH 6,5), acrescentando-se o perdoxido de hidrogénio e 50
uL do extrato vegetal, sendo medida a atividade enzimatica
em U mL'. A atividade de polifenol oxidase (PPO) foi
determinada de acordo com Hammerschmidt et al. (1982),
utilizando-se 10 mL de tampéao fosfato 0,IM; 1,5 mL de
pirogalol 0,05M; 0,5 peroxido de hidrogénio a 1% e 0,5 mL
de extrato bruto, o resultado foi expresso em min' g'! de
proteina.

Os dados das atividades enzimaticas foram submetidos a
analise de varidncia e ao teste F a 5% de significancia e
quando as médias apresentaram diferenca significativa foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade,
utilizando-se o programa SISVAR versdo 5.3.

3. RESULTADOS

O isolamento das rizobactérias resultou na obtengdo de 48
isolados, sendo 19 pertencentes ao género Pseudomonas e 29
de Bacillus. Em relagdo a Pseudomonas, 56% apresentaram
forma puntiforme, 88% elevagdo lisa e 36% borda ondulada.
Quanto a superficie, 64% apresentaram caracteristica rugosa
e 56% apresentaram consisténcia viscosa (Figura 1). Para
Bacillus, 30% dos isolados apresentaram forma circular, 93%
elevacdo lisa e 48% borda filamentosa. A anélise morfologica
agrupou 19 isolados diferentes de Pseudomonas e 29 isolados
de Bacillus.

A caracterizagdo bioquimica in vitro das rizobactérias
revelou que 56% foram positivas para protease, 44%
solubilizaram fosfato e 10% produziram sideroforos (Tabela
1).

Neste trabalho os isolados B09, B14, B05, B11, B29,
B28, Bl6, B19, B24, B18, B03, B17, B01, B10, B13, P05,
P04, P06, P20, PO1, P12, P21, P22, P23, P25, P26, P33 e P41
foram caracterizados como produtores de compostos
quimicos sendo considerados potencias promissores para o
controle bioldgico do B. cocophilus.
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de mortalidade do nematoide 21% superior ao grupo da
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- testemunha (grupo 1), ou seja, apresentaram potencial de
g controle biologico (Tabela 2).
2 60
§ Tabela 1. Caracterizagdo bioquimica de isolados de Bacillus (B),
g Pseudomonas (P) e Trichoderma (T) produtores de protease,
< 5 siderorofos, solubilizadores de fosfato e quitinase.
§ Table 1. Biochemical characterization of Bacillus (B),
T o P— R P— — Pseudomonas (P) and Trichoderma (T) isolates of protease,
E £ T;Z g 3| 2 g E LI siderdrofos, phosphate solubilizers and chitinase.
E; ° ;‘E; E|% % T % E ’ Isolados ~ Protease  Siderdforos Solut;ilizador de Quitinase
= =t osfato
Forma Borda Superficie Consisténcig BO1 + - - NA
Caracteristicas morfologicas B03 + - - NA
100 BO5 + - + NA
s B09 + - + NA
3 BI10 + - - NA
g o Bl + - + NA
5 BI3 + - + NA
§ Bl4 + - + NA
s 20 B16 + - - NA
. B17 + - - NA
T 8 I - £ B24 + ; + NA
2 = & B28 + . + NA
Forma Borda Superficie |Consisténcial B29 + _ + NA
Caracteristicas Morfologicas PO1 + _ + NA
Figura 1. Caracteristicas morfologicas de isolados de rizobactérias, P04 T i i, NA
dos géneros Pseudomonas e Bacillus, agentes de controle biologico PO5 n ) n NA
do nematoide Bursaphelenchus cocophilus. P06 } } n NA
Figure 1. Morphological characteristics of rhizobacteria isolates of P12 + ) + NA
the genus Pseudomonas and Bacillus, biological control agents of P20 N i N NA
the nematode Bursaphelenchus cocophilus. P21 N . . NA
O isolamento de fungos Trichoderma spp. resultou na p22 N " i NA
obtengdo de 27 isolados. Em relagdo a caracterizagdo P23 ! ! N NA
bioquimica de Trichoderma spp., observou-se que 63% dos P24 i i N NA
isolados produziram, no minimo, um dos compostos iiz i + : Ei
quimicos avaliados, demonstrando o potencial desses fungos P33 + . . NA
para o controle bioldgico. Foram positivos para quitinase pal N ) N NA
15% dos isolados (T47, T48, T49, T74), 26% para protease 36 ) . NA )
(T38, T47, T49, T51, T52, T59, T62), e 41% foram 38 . ) NA )
considerados sider6foros (T36, T43, T49, T51, T54, TS5, 43 ) N NA i
T56, T57, T58, T63, T74) (Tabela 1). 47 . i NA +
No experimento de controle biologico do B. cocophilus in 48 i i NA N
vitro pelas rizobactérias, a analise revelou dois grupos T49 N + NA +
diferentes de isolados de Pseudomonas, onde 36% foram 51 N N NA i
agrupados grupo 1 (GIP), os quais apresentaram maior e N i NA
potencial de controle biologico, pois resultaram em alta taxa T54 ) + NA )
de mortalidade de B. cocophilus, 39% maior do que a 55 i . NA )
testemunha. Para Bacillus foram revelados trés grupos T56 ) + NA )
distintos € a maior taxa de mortalidade foi verificada no T57 X + NA i
grupo 1 (G1B), com 17,4% de isolados, que promoveram T58 ) " NA 3
taxa de mortalidade 52% maior do que o grupo da T59 N i NA .
testemunha, caracterizando-os como promissores para o T62 + NA .
controle bioldgico do nematoide (Tabela 2). T63 . + NA .
Observou-se que 83% dos isolados pertencentes ao G1P T74 . n NA +

foram produtores de protease, 50% foram solubilizadores de
fosfato ¢ 33% foram produtores de sideroforos, enquanto que
60% dos isolados do GIB foram proteoliticos e
solubilizadores de fosfato.

No experimento de controle biologico in vitro de B.
cocophilus utilizando Trichoderma spp., a andlise de
agrupamento dividiu os isolados em dois grupos, no grupo 1
foram inseridos 55% dos isolados, os que resultaram em taxa
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*Produtor do composto quimico (+); ndo produtor (-) e composto ndo
avaliado (NA).

Os resultados deste trabalho concordam com Zhang et al.
(2014) que observaram 90% de parasitismo de Trichoderma
longibrachiatum sobre os cistos de Heterodera avenae in
vitro ¢ atribuiram esse fato as atividades das enzimas
fungicas quitinase e proteases.
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Em relagdo ao experimento controle bioldgico in vivo os
isolados testados (B14, B23, P23, T47, T49 e T54)
apresentaram taxa de mortalidade de B. cocophilus maior
significativamente do que o tratamento testemunha. A analise
estatistica resultou na formacdo de trés grupos distintos
quanto a mortalidade do nematoide, o grupo incluiu a
testemunha (97,2%), o grupo 2 consistiu dos isolados T54,
T49 e T47 (99,2%) e o terceiro grupo, os isolados B23, B14 ¢
P23 (100%).

Tabela 2. Taxa de mortalidade in vitro de Bursaphelenchus
cocophilus, causada por isolados dos géneros Pseudomonas (P),
Bacillus (B) e Trichoderma (T).

Table 2. In vitro mortality rate of Bursaphelenchus cocophilus
caused by isolates of the genus Pseudomonas (P), Bacillus (B) and
Trichoderma (T).

Grupo  Isolados de Pseudomonas Mortalidade (%)
1 P22, P20, P41, P33, P0S, P06 56,17 A
testemunha, P24, P23, P25, P10,
2 P21, P3, P18, P26, P14, P12, P01, 19,86 B
P04, P17
Grupo Isolados de Bacillus Mortalidade (%)
1 BI14,B23,B18,B05,B10 69 A
2 BI5,Bl16,Bl11,B19, B04, B09 46,83 B

testemunha, B20, B27, B29, B2S,
3 B24, B25, B22, BS, B17, B6, B12, 17 C
BO1, B30, B03, B13, B07

Grupo  Isolados de Trichoderma Mortalidade (%)
testemunha, T67, T32, T38, T34,
1 Té62, T14, T64, T33, T55, T43, T36, 75 A
T40
T49, T54, T47, T57, T58, T35, T46,
2 T59, TS6, T51, T63, T37, T74, T50, 9 B

T42

*Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente (Skott-
Knott, p>0,05).

Em relagdo ao experimento controle bioldgico in vivo os
isolados testados (B14, B23, P23, T47, T49 e T54)
apresentaram taxa de mortalidade de B. cocophilus maior
significativamente do que o tratamento testemunha. A analise
estatistica resultou na formacdo de trés grupos distintos
quanto a mortalidade do nematoide, o grupo incluiu a
testemunha (97,2%), o grupo 2 consistiu dos isolados T54,
T49 e T47 (99,2%) e o terceiro grupo, os isolados B23, B14 e
P23 (100%).

Os microrganismos dos géneros Bacillus, Pseudomonas e
Trichoderma podem ser potenciais agentes de controle de
nematoides e entre os mecanismos de parasitismo
apresentados, neste estudo, estdo a producdo de compostos
quimicos como protease, quitinase, sideroforos e
solubilizadores de fosfato.

As mudas de coqueiro inoculadas com o B. cocophilus
apresentaram indices superiores a 50% nas atividades das
enzimas, tanto das relacionadas ao estresse oxidativo (PPO e
GPX), como das de defesa da planta (QUI e GLUC) quando
comparado com o controle. Tais resultados podem evidenciar
a inducdo de defesas das plantas. As mudas tratadas como
B23, P14 e T49 e inoculadas com o B. cocophilus resultaram
no aumento de 40% na atividade da enzima QUI. Por outro
lado, para a atividade da GLUC os isolados B14 e P23 nao
diferiram do tratamento inoculado com nematoide e
aumentaram a atividade da enzima B-1,3-glucanase em 25%
quando comparada a testemunha absoluta (Figura 2).
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Figura 2. Atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo,
polifenol oxidase (PPO) e guaiacol peroxidase (GPX), e de enzimas
relacionadas a patogénese, quitinase (QUI) e glucanase (GLUC),
relacionadas ao controle biologico do Bursaphelenchus cocophilus
em mudas de coqueiro, inoculadas com trés isolados de rizobactéria
(B23, B14 e P23) ¢ trés de Trichoderma (T54, T49 e T47). Sendo o
controle absoluto (T0) - sem inoculagdo do nematoide e de
microrganismos e o controle negativo (TI) - inoculado apenas com o
B. cocophilus. Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem
estatisticamente (Skott-Knott, p>0,05).

Figure 2. Activity of enzymes related to oxidative stress, polyphenol
oxidase (PPO) and guaiacol peroxidase (GPX), and enzymes related
to pathogenesis, chitinase (QUI) and glucanase (GLUC), related to
the biological control of Bursaphelenchus cocophilus in coconut,
inoculated with three rhizobacterium isolates (B23, B14 and P23)
and three of Trichoderma (T54, T49 and T47). Being the absolute
control (T0)- without inoculation of the nematoid and
microorganisms and negative control (TI)- inoculated only with B.
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cocophilus. Averages followed by a statically undifferentiated letter
(Skott-Knott, p> 0,05).

4. DISCUSSAO

A caracterizacdo morfologica e bioquimica indicou as
peculiaridades de cada isolado, diferindo-os entre si. A
analise morfologica de rizobactérias consiste de uma
ferramenta para caracterizagdo e diferenciagdo dos isolados
obtidos, sendo muito utilizada em experimentos que se obtem
uma grande diversidade de rizobactérias, como ¢ o caso de
ensaios de controle bioldgico, em que a triagem dos isolados,
possiveis agentes de controle biologico, ¢ fundamental para a
identificacdo de cepas eficazes (TU et al., 2013).

As analises bioquimicas dos compostos produzidos por
Trichoderma spp. servem para complementar a avaliagdo dos
isolados com potencial para o controle bioldgico e consistem
de uma ferramenta para selecionar os isolados com maior
potencial de atividade nematicida, para a utilizagdo no
controle biologico do B. cocophilus.

A atividade nematicida de Trichoderma sp. pode estar
relacionada com o parasitismo direto que ocorre devido a
produgdo de proteases e de quitinases. Kiewnick; Sikora,
(2006) consideraram a producéo de quitinases e proteases por
Paecilomyces lilacinus, como agdo chave para o controle de
Meloidogyne incognita em plantas de tomateiro que
apresentaram 74% de reducdo da populagdo final de
nematoides. Sharon et al. (2001) atribuiram a atividade de
proteases o parasitismo do estagio infeccioso (J2) de
Meloidogyne javanica por Trichoderma harzianum e
Sahebani e Hadavi (2008) observaram parasitismo direto de
Trichoderma  harzianum sobre ovos do nematoide
Meloidoyne javanica, atribuindo isto a0 aumento da atividade
da quitinase extracelular do fungo.

A maioria dos isolados testados foram produtores de
protease e solubilizadores de fosfatos, os quais sdo
compostos quimicos promissores no controle de doengas de
plantas. De acordo com Wei et al. (2014), isolados de
Bacillus podem apresentar potencial no controle biologico de
nematoides devido ao parasitismo direto de ovos e juvenis,
que ocorre pela produgdo e secrecdo de enzimas como
proteases. Abdallah et al. (2016) observaram a capacidade
para solubilizagdo de fosfato por B. cereus, que atuou como
agente de controle biologico do Fusarium sp. em tomateiro,
controlando até 88% da doenga.

Os resultados, do experimento in vitro, mostraram que
isolados de Trichoderma spp. sdo potenciais agentes de
biocontrole de B. cocophilus, concordando com Zhang et al.
(2014) que observaram 90% de parasitismo de Trichoderma
longibrachiatum sobre os cistos de Heterodera avenae in
vitro e atribuiram esse fato as atividades das enzimas
fingicas quitinase e proteases.

Os isolados de rizobactérias B14, B23 e P23 testados
promoveram maior taxa de mortalidade do B. cocophilus do
que os isolados de Trichoderma spp. e a testemunha. A
eficiéncia de rizobactérias no controle de fitonematoides em
experimentos in vivo ja foi comprovada por diversos
trabalhos, como Zhang et al. (2016) avaliaram o potencial de
cepas bacterianas de Bacillus cereus (09B18) no controle
biolégico de Heterodera sp. (cisto do trigo) e relataram
redugdo de 77% na populagdo do nematoide em casa de
vegetacdo em relagdo a testemunha, inoculado somente com
0 patdgeno.
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Os isolados de Trichoderma spp. podem ser bioagentes
promissores no controle de B. cocophilus, outros trabalhos
relataram a eficiéncia no uso de Trichoderma spp. contra
outras espécies de fitonematoides como Chaves et al. (2009)
que constataram que fungos de Trichoderma spp. foram
capazes de reduzir em até 90% a populagdo final de
Radopholus similis (Cobb) Thorne em plantas de bananeira
quando comparadas ao controle (plantas de bananeira sem
inoculacdo de R. similis).

No experimento in vivo houve aumento das atividades das
enzimas PPO, GPX, QUI e GLUC nas mudas de coqueiro
inoculadas com o patégeno e com os microrganismos quando
comparada a testemunha absoluta (TO). A atividade de
peroxidase pode ser relacionada a varios processos de defesa
das plantas, como reagdo de hipersensibilidade, lignificagéo e
suberizag¢do, além de atuar como barreira mecanica a toxinas,
ou seja, reforgar a parede celular da planta contra a entrada de
patogenos e a atividade das PPO envolve a oxidagdo de
compostos fendlicos para quinonas, compostos altamente
toxicos aos microrganismos, podendo resultar em maior grau
de resisténcia a infecgdo (AGRIOS, 2005).

Higaki e Aratjo, (2012) avaliaram a resisténcia de plantas
de algoddo aos nematoides Pratylenchus brachyurus e
Rotylenchulus reniformis induzida por Bacillus subtilis e
abamectina e constataram que a enzima peroxidase pode ser
relacionada a resisténcia da planta a esses nematoides.

Os resultados deste trabalho concordaram com Agrios
(2005), em que plantas, quando séo atacadas por nematoides,
podem ativar tanto enzimas antioxidantes relacionadas ao
estresse oxidativo, como GPX e PPO, como as enzimas
relacionadas a indugio de resisténcia da planta como
quitinases e B-1,3-glucanses. Youssef et al. (2016)
verificaram que o uso dos bioagentes Trichoderma
harzianum e Serratia proteamaculans foram capazes de
induzir o aumento da atividade das enzimas de defesa
peroxidases e catalase em plantas de tomateiro quando
desafiadas com o patdogeno Rhizoctonia solani, o que pode
ratificar as constatagdes do presente trabalho. O aumento da
atividade enzimatica observado ap6s um més das inoculagdes
dos agentes e do nematoides, possivelmente ocorreu devido a
reprodug¢do dos agentes de biocontrole na planta. As
peroxidases tém sido estudadas e relacionadas com a indugéo
de defesa da planta no controle de fitonematoides (CHEN et
al., 2000; KATSANTONIS et al., 2005).

Contudo, considerando que o anel vermelho do coqueiro
ocasiona a morte da planta, medidas de controle preventivas
como a inoculagdo de bioagentes pode se tonar uma
importante alternativa constituinte do manejo integrado da
doenga. Este estudo pioneiro apontou importantes avangos no
conhecimento do controle biolégico de B. cocophilus em
coqueiro, contudo, novos estudos sdo imprescindiveis para a
consolidagdo do controle biologico preventivamente em
plantios comerciais.

5. CONCLUSOES

Os isolados de Bacillus sp. (B41), Pseudomonas sp. (P14)
e Trichoderma spp. (T4l e T54) apresentaram-se como
potenciais agentes de controle biolégico do nematoide
Bursaphelenchus cocophilus.
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