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RESUMO 

 

A resinose causada pelo fungo Thielaviopsis paradoxa é uma importante doença da cultura do 

coqueiro, que vem disseminando-se gradativamente e causando grandes perdas em áreas de 

plantio, com isso, torna-se cada vez mais importante, estudos da doença. Diante de tal 

problemática este trabalho objetivou obter conhecimento sobre o patossistema da resinose do 

coqueiro, bem como, selecionar microrganismos com potencial biocontrolador da doença e os 

mecanismos de ação utilizados para tal. Após coleta de amostras oriundas de plantas doentes, 

os isolados de T. paradoxa obtidos foram selecionados através de teste de patogenicidade, e o 

isolado TC.060 que apresentou maiores valores de severidade também apresentou maior 

tamanho de lesão externa e interna quando inoculado através de pulverização na ráquis 

previamente ferida. Isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. obtidos a partir de amostras 

de rizosfera de plantas sintomáticas e assintomáticas em área de cultivo foram selecionados in 

vitro, como potenciais no controle do patógeno. Dentre os microrganismos obtidos, 7% dos 

isolados pertencem ao gênero Bacillus spp. e 9 % ao gênero Trichoderma spp. O potencial 

destes isolados para o controle biológico da resinose do coqueiro foi confirmado através da 

produção enzimática. Todos os isolados de Bacillus sp. avaliados apresentaram produção de 

protease. Enquanto a produção de quitinase foi positiva para os isolados de Bacillus sp. B.01 e 

B.0. A produção de β-1,3 glucanase foi observada apenas pelo B.57. Os isolados de 

Trichoderma sp. não apresentaram atividade enzimática. Os perfis voláteis analisados por 

GC-MS identificaram 16 VOCs potenciais no biocontrole de doenças em plantas, tais como, 

dióxido de carbono, 2-propanona, etanol, ácido acético, fenol, benzeno, benzaldeído, 2-etil-

hexanol. Os isolados B.01, B.02 e B.04 produziram mais VOCS que os demais isolados. Os 

compostos benzaldeído, fenol e 2-etil-hexano foram produzidos por todos os isolados de 

Bacillus sp.,enquanto 2-nonanona e 2-decanona foram produzidos exclusivamente por B.01 e 

B.02. Este estudo demonstrou que isolados de Bacillus spp. avaliados produzem compostos 

voláteis com potencial antifúngicos, bem como apresentam atividade enzimática eficiente em 

degradar a parede celular de T. paradoxa. 

 

 

Palavras-chave: Cocus nucifera. Fitossanidade. Manejo. Microrganismos. Antagonistas. 
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ABSTRACT 

 

The stem bleeding is important disease in coconut crop  caused by the fungus Thielaviopsis 

paradoxa, which has been gradually growing and causing hight losses in plantation areas, it 

becomes very important the study of the disease. Faced with this problem this work aimed to 

gain insight into the pathossystem of coconut stem bleeding and select microorganisms with 

potential biocontrol of the disease and the mechanisms used for this. After collecting samples 

from diseased plants, the isolates obtained of T. paradoxa were selected by the pathogenicity 

test, the TC.060 isolated that had higher severity values and also showed larger external and 

internal injury when inoculated by spraying of the previously wound rachis. Bacillus spp. and 

Trichoderma spp. obtained from rhizosphere samples from symptomatic and asymptomatic 

plants that growing in vitro were selected area as potential for pathogen control. Among the 

microorganisms obtained, 7% of the isolates belong to the genus Bacillus spp. and 9% to the 

genus Trichoderma spp. The potential of these isolates for biological control of the coconut 

Resinose was confirmed by enzyme production. All isolates of Bacillus sp. assessed had 

protease production. While the production of chitinase was positive for Bacillus sp. B.01 and 

B.0. The production of β-1,3-glucanase was observed only at B.57. The Trichoderma sp. 

showed no enzyme activity. The volatiles profiles analyzed by GC-MS identified 16 potential 

biocontroler‟s VOCs of diseases on plants, such as carbon dioxide, 2-propanone, ethanol, 

acetic acid, phenol, benzene, benzaldehyde, 2-ethylhexanol. The isolated B.01, B.02 and B.04 

produced more VOCS the other strains. The benzaldehyde compounds, phenol and 2-ethyl-

hexane were all produced by Bacillus sp., While 2-decanone and 2-nonanone were produced 

exclusively by B.01 B.02 and. This study demonstrated that isolates of Bacillus spp. assessed 

produce volatile compounds with antifungal potential and present efficient enzymatic activity 

to degrade the cell wall of T. paradoxa. 

 

 

 

 

Keywords: Cocus nucifera. Plant health. Management. Microorganisms. Antagonists. 
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 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

A cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.) é de grande importância econômica em 

diversos países de clima tropical, e o Brasil ocupa a posição de 4º maior produtor 

(FAOSTAT, 2014). Os principais produtos comercializados no Brasil são a água e o leite de 

coco, e coco ralado, e subprodutos são o óleo e a torta de coco seco (MEDEIROS, 2010). 

Dentre os fatores limitantes à produção de coco, a ocorrência de patógenos é 

responsável pela redução do potencial produtivo (COSTA et al., 2002. MEDEIROS, 2010). 

A doença resinose, cujo agente etiológico é o fungo Thielaviopsis paradoxa (de Seynes), 

anamorfo do ascomiceto Ceratocystis paradoxa (de Seynes) tem apresentado elevada 

importância nos últimos anos, desde o primeiro relato no Brasil no ano de 2004 (WARWICK 

et al., 2004).  

Não há registro de produto fitossanitário para controle da resinose (Agrofit, 2014) e 

ainda, a preocupação de órgãos governamentais e da sociedade com o impacto da agricultura 

no meio ambiente torna exímia a busca por métodos de controle de doenças, tal como, o 

controle biológico. Buscando assim, o desenvolvimento de sistemas de cultivo mais 

sustentáveis e menos dependentes do uso de produtos químicos, envolvendo manejo dos 

recursos naturais e evitando a degradação do meio ambiente (BIRD et al., 1990; MORANDI e 

BETTIOL, 2009).  

Fungos e bactérias são os principais agentes antagônicos usados para o controle 

biológico. Micoparasitas como fungos do gênero Trichoderma e bactérias do gênero Bacillus 

têm apresentado ampla gama de estratégias para sobrevivência em condições adversas de 

ambiente. As principais interações antagônicas entre microrganismos que atuam como agentes 

de controle biológico são: competição, parasitismo e antibiose (BEDENDO et al, 2011). 

O gênero Bacillus apresenta diversas vantagens, como rapidez com que se desenvolve 

em meio de cultura e na natureza, produção de endósporos resistentes às condições adversas, 

crescimento em ampla faixa de temperatura, adaptação a várias condições ambientais e a 

produção de inúmeros antibióticos (LAZARETTI et al., 1995) que o torna importante agente 

de biocontrole.  

Fungos do gênero Trichoderma dispõem de mecanismos para o controle de 

fitopatógenos como parasitismo, antibiose e competição (HARMAN, 2005) proporcionando 

vantagens como parasita de hifas e escleródios e plasticidade adaptativa em condições 
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climáticas distintas (MUKHERJEE et al., 1995; SILVA, 2010). Trichoderma spp. é 

naturalmente encontrado no solo, fator favorável no controle de doenças.  

 

 

1  REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 A CULTURA DO COQUEIRO 

 

 

O coqueiro, pertencente à ordem Arecales e família Arecaceae, é uma planta tropical, 

encontrado em mais de 200 países em pequenos, médios e grandes plantios, distribuídos na 

Ásia, África e América. Esta monocotiledônea, conhecida vulgarmente como coco-da-baía, é 

originária das ilhas de clima tropical e subtropical do Oceano Pacífico, tendo o sudeste 

Asiático como sua principal referência de centro de origem e de diversidade (FOALE e 

HARRIES, 2009).  

Dentro do gênero Cocos, distinguem-se duas principais variedades: a variedade typica 

Nar. (variedade gigante) e variedade nana Griff (variedade anão), sendo os híbridos 

resultantes dos cruzamentos entre essas variedades, os coqueiros mais cultivados. O coqueiro 

gigante é bastante explorado, sendo uma variedade rústica, de crescimento rápido e fase 

vegetativa longa, iniciando o florescimento entre 5 a 7 anos, em condições ecológicas ideais, 

chegando a florescer, no entanto, até com 10 anos após o plantio. Esta variedade atinge 20 a 

30 m de altura, podendo produzir até 80 frutos/planta/ano, e com vida econômica de 60 a 70 

anos. No Brasil é muito empregado in natura para uso culinário, bem como na agroindústria 

de alimentos para leite e farinha de coco, entre outros. O coqueiro anão constitui-se na 

variedade de coqueiro mais utilizada comercialmente para produção de água de coco, apesar 

de poder ser empregada também na agroindústria de alimentos e/ou do fruto seco in natura, 

com produtividade estimada de 8 toneladas/ha de polpa. O coqueiro híbrido intervarietal anão 

x gigante é uma cultivar de ampla utilidade comercial, podendo ser empregada para 

produções de água de coco e de fibras, e principalmente, para produção de polpa ou albúmen 

sólido (ARAGÃO et al., 2001).  

Em virtude de sua dispersão e adaptabilidade, o cultivo do coqueiro e sua utilização se 

dão de forma expressiva em todo o mundo, com os mais variados produtos, tanto de forma in 

natura, com o consumo do fruto, quanto industrializada, como fornecimento de matéria-
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prima para combustível, ração para animais e fibra empregada em estofamentos de veículos, 

colchões e tapeçaria (SIQUEIRA et al., 2002).  

A introdução do coqueiro no Brasil ocorreu principalmente devida sua adaptação aos 

solos arenosos da costa brasileira, permitindo ocupação de um ecossistema com poucas 

possibilidades para outras culturas agrícolas (SIQUEIRA et al., 2002). A produção de coco 

está distribuída em grande parte do território nacional cuja área plantada no ano de 2013 foi 

de 257.168 hectares, sendo aproximadamente 215 mil na região Nordeste e 24 mil hectares 

na região Norte. Os principais estados produtores são Bahia, Ceará, Sergipe, Pará, Rio 

Grande do Norte, Alagoas e Espírito Santo, com área plantada de 79.976; 44.219; 39.022; 

23.975; 17.194; 13.247 e 11.264 hectares, respectivamente (IBGE, 2014). O Estado do Pará 

é o 4º maior estado produtor com produção de aproximadamente 214 mil frutos/ano e 

produtividade média de 10.135 frutos/ha e Alagoas passou da posição de 10º maior Estado 

produtor no ano de 2013 para posição de 6º maior Estado produtor no ano de 2014, com 

produção de 51.507 frutos/ano e produtividade média de 3.912 frutos/ha (IBGE, 2014).  

A ocorrência de patógenos em todas as regiões produtoras, e em intensidade variável, é 

responsável pela redução geral de até 50% do potencial produtivo da cocoicultura (COSTA 

et al., 2002. MEDEIROS, 2010). Dentre as doenças, destaca-se a resinose, cujo agente 

etiológico é o fungo Thielaviopsis paradoxa (de Seynes), anamorfo do ascomiceto 

Ceratocystis paradoxa (de Seynes). Esta doença tem apresentado elevada importância nos 

últimos anos, desde o primeiro relato no Brasil no ano de 2004 (WARWICK et al., 2004). 

Este patógeno foi disperso gradualmente, e sua ocorrência já foi registrada nos Estados da 

Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraíba, Rio Grande do Norte (FERREIRA et al., 2007) e 

Pará, onde no ano de 2008, no município de Moju, foram descritos os primeiros casos da 

doença (TREMACOLDI E LINS, 2011).  

 

 

2.2 Thielaviopsis paradoxa 

 

 

 Ceratocystis parodoxa é um fungo pertencente ao filo Ascomycota, ordem Microascales e 

família Ophiostomataceae e, em sua fase anamórfica, corresponde ao fungo Thielaviopsis paradoxa 

(INDEX FUNGORUM, 2014). Possui grande número de plantas hospedeiras e sobrevive 

saprofiticamente sem apresentar grandes dificuldades de sobrevivência de um ano para o outro  

(MEDEIROS, 2010).  
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 O fungo C. parodoxa apresenta ascas clavadas, 25 x 10 µm, localizadas irregularmente 

no interior de peritécios de corpo esférico com 200-350 µm de diâmetro, imersos no tecido, 

agregados ou isolados, de coloração parda a escura por onde os ascósporos com 7-10 µm de 

comprimento por 25 µm de largura são liberados a medida que se formam nas ascas  

(MICHEREFF, 2008). Em sua fase anamórfica, há a formação de dois tipos de conídios: 

os microconídios, que são conídios pequenos e medem de 10-15 x 3,5-5 µm sendo 

inicialmente hialinos formando-se em cadeias e após liberados escurecem, assumindo uma 

forma elíptica perfeita, estes microconídios são produzidos no interior de conidióforos em 

forma de clava, eretos, hialinos, longos e afilados; os macroconídios por sua vez 

desenvolvem-se em cadeias, sendo formados no interior de conidióforos curtos e assumem a 

forma elíptica de tamanho 3 a 4 vezes maior que o microconídio. Ocorrendo ainda a formação 

de clamidósporos de paredes espessas (MICHEREFF, 2008). 

 Este patógeno sobrevive no solo, em restos de cultura, se dispersando por insetos e 

solo contaminado,  através de fissuras naturais de crescimento do vegetal, por ferimentos e 

por ferramentas usadas na colheita ou erradicação de plantas doentes (NELSON, 2005). 

Apresenta como hospedeiros, o coqueiro (C. nucifera L.) (WARWICK et. al., 2004), o 

dendezeiro (Elaeis guineenses Jacq.) (ALBUQUERQUE et al., 1979) , bananeira (Musa sp.) 

(CORDEIRO e KIMATI, 1997), abacaxizeiro (Ananas comosus L.) (FERRARI, 2009) e a 

cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) (CROFT et.al., 2000; CHAPOLA, 2010). O 

fungo pode sobreviver por longos períodos no solo, sobretudo em resíduos vegetais, 

desenvolvendo-se em ambientes úmidos e secos. Em palmeiras no início da infecção - nas 

quais também pode ocorrer através de fissuras naturais do estipe - desenvolve-se na região 

mais superficial do estipe, provocando uma lesão externa que progride de fora para dentro 

dos tecidos, causando bloqueio dos vasos responsáveis pela condução da seiva (FERREIRA 

et al., 2007). 

 

 

2.3- RESINOSE DO COQUEIRO 

 

 

O fungo Thielaviopsis paradoxa [Ceratocystis paradoxa (de Seynes) Moreau] é o 

agente etiológico da resinose do estipe do coqueiro ou “stem bleeding”, doença que se tornou 

importante na cultura do coqueiro em diversos países. Foi descrita pela primeira vez em 

coqueiro no Sri Lanka em 1906. Na Índia, provocou grandes danos à produção e foi definido 
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o seu agente etiológico como Thielaviopsis paradoxa (NAMBIAR et al., 1986). Na Indonésia, 

a doença causou danos em híbridos reduzindo a produção. Foi relatada no Havaí, segundo 

Nelson, 2005, e na Venezuela, de acordo com Parra et al., 2003, T. paradoxa também causou 

graves danos aos plantios de coqueiro onde a severidade da doença é elevada, citados por 

TALAMINI et al., 2012.  

A partir de seu primeiro registro no Brasil, no Estado de Sergipe, em 2004 

(WARWICK et. al., 2004), o patógeno foi disperso gradualmente e sua ocorrência foi 

registrada nos estados da Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraíba e Rio Grande do Norte. No 

Estado do Ceará, foi confirmada a ocorrência em 2010 em propriedade comercial e no Estado 

do Pará, os primeiros casos da doença foram descritos em 2008, em coqueiros híbridos em 

área de plantio comercial no Município de Moju (TREMACOLDI E LINS, 2011). Focos da 

doença também foram encontrados em propriedades no Estado do Rio de Janeiro 

(TALAMINI et al., 2012).  

A resinose é caracterizada por manchas avermelhadas e enegrecidas no estipe, 

provocadas pela exsudação de seiva a partir das rachaduras no estipe das plantas e que se 

torna escura ao entrar em contato com ar, diferentemente da resina cristalina observada em 

exsudações por ferimentos, sem a presença do patógeno. Abaixo das lesões, o tecido torna-se 

amarelado e enegrecido com o progresso da doença. Como consequência ocorre redução na 

frequência de emissão de folhas e no tamanho das folhas mais novas, afinamento do tronco 

na região próximo à copa, folhas amarelo-pardacentas frágeis e sujeitas à quebra, 

inflorescência e frutos secam e ficam enegrecidos, os quais vão caindo gradativamente 

(WARWICK e PASSOS,  2009), ainda outro sintoma encontrado em algumas plantas é a 

emissão de raizes aéreas. A infecção inicia-se normamelmente na base do estipe, favorecida 

por elevada umidade, mas também pode ser iniciada em diferentes partes do estipe, como a 

parte mediana e superior (FERREIRA, 2007) causando bloqueio dos vasos responsáveis pela 

condução da seiva (FERREIRA et al., 2007). 

As palmeiras, de um modo geral, são suscetíveis a T. paradoxa e sujeitas a grandes 

perdas (TALAMINI et al., 2012). A transmissão entre plantas pode ocorrer pelas raízes, por 

solo contaminado, por respingos de água na base do estipe e por ferramentas de trabalho, e a 

disseminação a longas distâncias pode ocorrer via insetos (FERREIRA et al., 2007). A 

distribuição da doença no campo apresentou padrão agregado com forte magnitude de 

dependência espacial (NASCIMENTO, et al., 2014). Esta doença é favorecida por ocorrência 

de chuvas pesadas seguidas de estiagem, por elevada precipitação  pluviométrica, por solo 

com excesso de salinidade e planta em desequilíbrio  nutricional (FERREIRA, 2007). 
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Em estudos realizados em Rhynchophorus palmarum L., considerado possível vetor da 

resinose, foram observados propágulos de T. paradoxa em 40% dos ovipositores, em 50% das 

patas centrais, 35% das patas traseiras, 60% dos rostros+antenas e 45% das asas e das patas 

dianteiras (MELO et al., 2010). Quando realizados isolamentos, a partir da parte externa e 

tubo digestivo de R. palmarum, foi obtido 96% e 77% de crescimento micelial de T. paradoxa  

respectivamente, sendo ainda comprovada a patogenicidade dos isolados em plantas de 

coqueiro. A perda da longevidade do patógeno dentro do inseto foi comprovada após 7 dias, 

na ausência de nova fonte de infecção (COSTA e CARVALHO et al., 2011). T. paradoxa 

também foi isolado da parte externa de Homalinotus coriaceus (WARWICK et al., 2012). 

As técnicas de manejo realizadas para o controle da resinose tem sido: frequente 

monitoramento da plantação com tratamento de plantas doentes por podas cirurgícas ou 

cirurgias com remoção de tecidos lesionados, seguido de pincelamento com piche ou  alcatrão 

vegetal, sendo tratadas também as plantas vizinhas ainda que sadias. A aplicação destes 

produtos após a cirurgia impede a liberação dos odores fermentados, impedindo a entrada de 

outros patógenos e a atração de  insetos vetores, além de auxiliarem na cicatrização do estipe. 

Em plantas severamente  infectadas, recomenda-se a erradicação manual ou química, com o 

uso de herbicidas (FERREIRA, 2007). Quanto ao tratamento químico, ainda não existem 

produtos fitossanitários registrados para o tratamento da resinose do coqueiro (MAPA).  

Em se tratando do controle alternativo, produtos à base de cobre também foram 

avaliados para controle da resinose, onde após o pincelamento da pasta bordalesa em plantas 

afetadas e em plantas vizinhas ao redor do foco, até  a altura de um metro do estipe, foi 

observada redução significativa de até 66,4% no progresso da resinose,  demonstrando efeito 

preventivo  e curativo no controle da doença (WARWICK et. al., 2012). 

A resistência de plantas também vem sendo objeto de estudo para controle da resinose 

do coqueiro. Avaliações foram realizadas em área com ocorrência natural da resinose, e 

resultados preliminares indicaram incidência da doença em todas as cultivares de coqueiro 

anão avaliadas e em seis das oito cultivares híbridas. Contudo, foi relatada possível resistência 

em duas cultivares, cujo parental masculino é o Gigante da Polinésia (FERREIRA et al., 2009). 

Outra alternativa ao controle da resinose vem sendo o estudo de agentes de controle 

biológico, devido serem capazes de se estabelecerem, colonizarem e se dispersarem no 

ecossistema tornando-se alternativa para diminuir o potencial de inóculo de patógenos 

habitantes do solo (MELLO et al., 2007), com menor risco ao meio ambiente. Alguns fungos 

são de grande importância econômica para a agricultura, uma vez que são capazes de atuarem 

como agentes de controle de doenças de várias plantas cultivadas, promotores de crescimento 
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e indutores de resistência de plantas à doença (MOHAMED e HAGGAG, 2006; SILVA, 

2010). São citados fungos com a capacidade de produzir enzimas que degradam paredes 

celulares de outros fungos e produção de substâncias antifúngicas (antibióticos), apresentando 

diversas estratégias de sobrevivência que as tornam altamente competitivas no ambiente e 

extraordinária capacidade de proliferação na rizosfera (MELO, 1996; RESENDE et al., 2004; 

SILVA, 2010). Ademais, certos isolados se mostraram resistentes aos fungicidas, 

característica que os fazem potenciais agentes biorremediadores (RESENDE et al., 2004; 

LOUZADA et al., 2009). 

Outros microrganismos potenciais no controle de doenças são as bactérias, uma vez 

que apresentam uma ampla gama de estratégias de sobrevivência em condições adversas de 

ambiente e em competição direta com outros microrganismos, como antibiose direta, 

parasitismo, competição por nichos e nutrientes, e ainda indução de resistência (BETTIOL, 

1991; HALFELD-VIEIRA, 2002; MORAES, 2010). O controle biológico torna-se, portanto, 

uma importante ferramenta no manejo integrado de doenças, buscando uma agricultura 

sustentável (MICHEREFF et al., 2005) e resolução de problemas relacionados à ocorrência de 

doenças de plantas, com base na conservação dos recursos naturais, aumento da diversidade 

biológica, redução no uso de produtos fitossanitários e maximização da produtividade 

(THURSTON, 1992). 

Os estudos vêm demonstrando que a resinose tem se disseminado gradualmente, 

aumentando o número de coqueiros infectados e de focos nas propriedades a cada ano. 

Levantamentos da ocorrência da doença no Estado de Sergipe permitiram verificar a 

incidência em 15 dos 18 municípios produtores de coco. No platô de Neópolis/SE, onde o 

coqueiro anão verde é cultivado com irrigação, a ocorrência da resinose foi relatada em mais 

de 50% da área. Em algumas dessas áreas a infecção chegou a aumentar mais de 20% em 5 

anos (TALAMINI et al., 2012). No Estado da Paraíba, em um plantio comercial de coqueiro 

híbrido, foi registrada em quatro anos mais de seis mil plantas doentes (FERREIRA et al., 

2007). 

Devido sua rápida disseminação e consequentemente queda de produção, a resinose 

tem causado extrema preocupação entre produtores, instituições de pesquisa, órgãos de 

assistência técnica e defesa fitossanitária, sendo motivo de desafio o estudo de técnicas de 

controle eficazes no controle da doença.  
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2.4 - CONTROLE BIOLÓGICO 

 

 

Nos últimos anos, a preocupação da sociedade com o impacto da agricultura no 

ambiente e a contaminação da cadeia alimentar com produtos químicos tem alterado o cenário 

agrícola, resultando em mercados de alimentos produzidos sem o uso de produtos 

fitossanitários ou com selos que garantem o uso racional destes produtos. Estes aspectos 

fazem com que a situação do uso de produtos fitossanitários permeie a agenda ambiental de 

diversos países (MORANDI e BETTIOL, 2009). Dentre as alternativas para a redução do uso 

destes produtos, o controle biológico é um dos mais discutidos, podendo ser importante tanto 

de maneira natural quanto pela introdução de um agente de controle biológico. Estudiosos 

acreditam que apenas a substituição de um produto químico por um biológico não é a situação 

mais apropriada para o controle de doenças, mas sim o desenvolvimento de sistemas de 

cultivo mais sustentáveis e menos dependentes do uso de produtos químicos, envolvendo 

manejo adequado dos recursos naturais e evitando a degradação do meio ambiente (BIRD et 

al., 1990; MORANDI e BETTIOL, 2009). Em meio a tais necessidades, tem se destacado o 

interesse por organismos capazes de promover o controle biológico de pragas, sobretudo por 

aqueles que podem ser manipulados em laboratório ou em escala industrial (VILAS-BOAS et 

al., 1992). 

O controle biológico é a redução ou limitação da densidade de inóculo de um patógeno 

ou parasita, e das atividades que levam à doença pela ação de um ou mais organismos com 

propriedades antagônicas que ocorrem naturalmente ou pela manipulação do ambiente 

(COOK, 1985; MORAES, 2010). Esta técnica deverá ser eficaz não apenas pelas 

propriedades antagônicas e mecanismos de ação dos organismos utilizados, mas também com 

a promoção de práticas que favoreçam os antagonistas nativos (BETTIOL e GHINI, 1995; 

MORAES, 2010). Ainda que vários produtos de biocontrole estejam disponíveis, há demanda 

por novos e o entendimento de seus mecanismos de proteção tem grande importância para 

subsidiar seu uso (MORANDI e BETTIOL, 2009). Além disso, há a preocupação por 

adaptabilidade dos agentes de biocontrole em ambientes de cultivos distintos. 

Fungos e bactérias são os principais agentes antagônicos. Micoparasitas como fungos 

do gênero Trichoderma (teleomorfo Hypocrea sp.), pertencente à família Hypocreaceae, têm 

sido  eficazes no biocontrole de fitopatógenos (MELO, 1996). Enquanto bactérias do gênero 

Bacillus tem apresentado uma ampla gama de estratégias para sobrevivência em condições 

adversas de ambiente. As principais interações antagônicas entre microrganismos que atuam 
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como agentes de controle biológico são: competição, parasitismo e antibiose. O antagonismo 

por competição é a capacidade do agente de biocontrole em competir pela ocupação dos 

locais de infecção do patógeno, sendo um requisito para qualquer agente de biocontrole; o 

parasitismo designa a relação nutricional entre dois seres vivos em que um deles, o parasita, 

obtém todo ou parte de seu alimento a partir e à custa do outro, o hospedeiro; enquanto a 

antibiose é definida como a interação entre organismos na qual indivíduos de uma população 

secretam metabólitos capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento dos indivíduos de uma 

população de outra espécie, sendo estes metabólitos usualmente denominados de antibióticos 

(BEDENDO et al, 2011).   

 

 

2.4.1 Bacillus spp. 

 

 

O gênero Bacillus (família Bacillaceae) é um grupo extremamente heterogêneo e 

diversificado de bactérias, com forma de bastonetes, estas bactérias gram-positivas, possuem 

esporos e podem ser aeróbias ou anaeróbias facultativas, sendo frequentemente resistentes a 

condições ambientais desfavoráveis (INGRAHAM e INGRAHAM, 2011).  

Bactérias deste gênero são encontradas em várias partes da planta, apresentando 

elevado potencial antagônico contra fitopatógenos (BETTIOL, 1997), sendo objeto de estudo 

de muitos grupos de pesquisa. Este potencial se deve ao fato de bactérias do gênero Bacillus 

apresentarem diversas vantagens, como a rapidez com que se desenvolvem em meio de 

cultura e na natureza, a produção de endósporos altamente resistente às condições adversas, o 

crescimento em ampla faixa de temperatura, adaptação a várias condições ambientais e a 

produção de inúmeros antibióticos (LAZARETTI et al., 1995).   

A capacidade de controle de doenças de plantas por bactérias é proporcionada por 

diferentes mecanismos de ação, que podem atuar isoladamente ou em conjunto. Os principais 

mecanismos são: a produção de compostos tóxicos aos patógenos como enzimas hidrolíticas, 

biossurfactantes e antibióticos; a competição por espaço e nutrientes e a ativação de 

mecanismos de resistência latentes das plantas (CHATTERTON et al., 2004; ZHENG et al., 

2000; ZHOU e PAULITZ, 1993; STANGHELLINI e MILLER, 1997; KLOEPPER et al., 

1988; PAULITZ et al., 1992; CORRÊA e BETTIOL, 2010).  

Isolados de Bacillus subtilis, originários do filoplano de plantas de arroz e eucalipto, 

inibiram a germinação de urediniósporos de diferentes raças de Hemileia vastatrix Berk. e 
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Broome e controlaram a ferrugem, em condições de casa-de-vegetação (BETTIOL e 

VARZEA, 1992). O potencial antagônico de Bacillus spp. foi avaliado sobre T. paradoxa, 

com 86% dos isolados avaliados apresentando inibição do crescimento micelial do patógeno, 

com percentagem de inibição variando de 42 a 93%, possivelmente em resposta à 

mecanismos  de antagonismo pela produção de quitinase, sideróforos, HCN (Ácido 

Cianídrico), antibióticos, amoníaco, β-1, 3 - glucanase e ácido salicílico (LITTY et al., 2009). 

Isolados de Bacillus apresentaram efeito significativo no controle de Fusarium oxysporum f. 

sp. vasinfectum Snyder. e Hansen. em plantas de algodão (CHEN et al., 1995; MELO, 2001), 

no controle de Verticillium sp. Nees. e Rhizoctonia solani Kühn. em plantas de batata 

(NOWAK et al., 1995; MELO, 2001), de Sclerotium rolfsii Sacc. em feijoeiro (PLEBAN et al., 

1995; MELO, 2001), além de diversas doenças em pepino como a murcha de  Fusarium 

(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum Owen.), mancha angular (Pseudomonas syringae 

pv. Lachrymans), antracnose (Colletotrichum orbiculare Berk.) e mosaico (CMV- cucumber 

mosaic virus) (WEI et al., 1991; LIU et al., 1995; RAUPACH et al., 1997; MELO, 2001). 

Bacillus subtilis apresentou potencial antagonista a Pythium aphanidermatum Fitzp., agente 

etiológico da podridão de raiz em plantas de alface, em cultivo hidropônico e redução de 60% 

na incidência da doença (CORRÊA e BETTIOL, 2010). A potencialidade antagonista de 64 

isolados de B. subtilis a Colletotrichum acutatum Simmonds. foi avaliada „in vitro‟ e em flores 

destacadas de lima ácida Tahiti”, e todos os isolados produziram metabólitos capazes de inibir  

o crescimento micelial do fitopatógeno e muitos destes isolados proporcionaram 100% de 

controle da doença em flores destacadas (KUPPER e GIMENES-FERNANDEZ, 2002; 

NADJARA e NADJARA 2012). Em trabalho de seleção de microrganissmos antagônicos a 

Pyricularia oryzae Cavara., verificou-se que B.subtilis foi o mais eficiente em inibir o 

crescimento micelial do patógeno, sendo constatado que o antagonista apresentou 

características para uso como agente de controle biológico, pois, além de rápido 

desenvolvimento, tanto em meio de cultura como na natureza, produziu endósporos e 

antibióticos, crescendo em larga faixa de temperatura e adaptando-se a várias condições 

ambientais (BETTIOL, 1988; REMUSKA e PRIA, 2007). 

 

 

 

 

 

 

http://agris.fao.org/?query=%2Bauthor:%22George,%20Priya%22
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2.4.2 Trichoderma spp. 

 

 

Fungos micoparasitas vêm sendo considerados eficazes no biocontrole de diversos 

fitopatógenos, apresentando elevado potencial no controle de doenças. Dentre tais fungos, o 

gênero Trichoderma apresenta potencial como agente de controle biológico, proporcionando 

diversas vantagens, como parasita de hifas e escleródios e fácil adaptação em diversas 

condições climáticas (MUKHERJEE et al., 1995; SILVA, 2010). Trichoderma spp., é 

naturalmente encontrado no solo e apresenta importante função ecológica, pois participa da 

decomposição e mineralização dos resíduos vegetais,  contribuindo com a disponibilização de 

nutrientes para as plantas. É também considerado um biofungicida natural, que reduz em até 

100% as chances de qualquer outro fungo atingir a cultura, apresentando rápido crescimento 

(SAITO et al., 2009). 

Fungos deste gênero podem atuar, via de regra, por um ou mais mecanismos, como 

parasitismo, antibiose e competição (HARMAN, 2005). A determinação desses efeitos 

depende de muitas interações que ocorrem no solo entre Trichoderma spp. raízes da planta e 

outros microorganismos (ASKEW e LAING, 1993, PORRAS et al., 2007; SILVA, 2010). 

Algumas espécies de Trichoderma caracterizam-se por apresentarem alta produção de 

substâncias gasosas de origem antibiostática. Os metabólitos produzidos podem ser voláteis e 

não-voláteis. Dentre os antibióticos produzidos, foram citados gliotoxina, viridina, 

trichodermina, suzucacilina, alameticina e dermadina, os quais têm a capacidade de inibir o 

desenvolvimento de vários fungos (BASTOS, 1991). Quanto à atividade enzimática, espécies 

de Trichoderma são conhecidas pela alta capacidade em produzir enzimas que degradam 

celulose e quitina, substância presente em microrganismos (HARMAN et al., 2004).  

Isolados de T. paradoxa apresentaram crescimento micelial completamente inibido em 

meio de cultura por meio do micoparasitismo e liberação de metabólitos tóxicos pelo 

antagonismo de diferentes isolados de Trichoderma longibrachiatum Rifai., isolado de Agave 

tequilana (SÁNCHEZ et al., 2007). Em testes de pareamento de culturas “in vitro”, isolados 

de Trichoderma sp. sobre T. paradoxa, isolado de plantas de coqueiro, promoveram inibição 

do crescimento micelial do fitopatógeno em relação aos demais isolados e à testemunha 

(SANTOS et al., 2011). Interação de hifas foram observadas entre Trichoderma sp. e os 

fitopatógenos R. solani, Fusarium sp. e Colletotrichum sp. e em teste para produção de 

metabólitos voláteis por Trichoderma sp. observaram redução no diâmetro da colônia de 

Phythophtora sp. (SANTOS et al., 2008). Trichoderma spp. controlou os patógenos foliares 
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Botrytis cinerea Pers., Pseudoperonospora cubensis Berk. e Curtis., Sphaerotheca fusca 

Blumer. e Sclerotinia sclerotiorum Lib. em plantas de pepino em casa de vegetação (ELAD, 

2000; FONTENELLE, 2011). Suspensões de micélio e conídios de Trichoderma polysporum 

em concentrações de 100 e 70% reduziram significativamente o crescimento de C. paradoxa 

(EZIASHI, 2006). Frutos de abacaxi tratados com Trichoderma asperellum (Samuels. 

Lieckf. e Nirenberg.) mantiveram-se livres de T. paradoxa em concentração de 1x10
-5

 

conídios. mL
-1

, ocorrendo a completa inibição do crescimento micelial do patógeno 

(WIJESINGHE et al., 2010). 
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CAPITULO 2: ESTUDO DA RESINOSE DO COQUEIRO E SELEÇÃO DE 

MICRORGANISMOS PARA O CONTROLE BIOLÓGICO  

 

 

RESUMO 

A resinose, importante doença em cultivos do coqueiro em todo o mundo, cujo agente 

etiológico é o fungo Thielaviopsis paradoxa, vem sendo disseminada gradativamente em 

diversos estados brasileiros. Este estudo objetivou estudar a resinose do coqueiro e selecionar 

microrganismos, oriundos de área de produção de coco, para o controle biológico da doença. 

Dentre os isolados avaliados quanto à patogenicidade, o isolado de Thielaviopsis paradoxa 

TC.060 quando pulverizado em plantas com ráquis previamente ferida com suspensão de 

conídios apresentou maior severidade externa e interna no ráquis de coqueiro, após trinta e 

quatro dias da inoculação do patógeno. Não foram constatadas, relações entre os sintomas 

internos e externos da doença na ráquis do coqueiro, e ainda comprovou-se que, para ocorrer 

infecção por T. paradoxa em mudas de coqueiro é necessário que haja ferimento no tecido 

vegetal. Dentre os microrganismos avaliados pelo teste de confrontação direta, 7,3% dos 

isolados de Bacillus spp. foram selecionados como eficientes, com inibição de 68 a 89% do 

crescimento micelial de T. paradoxa e inibição de até 84,75% da esporulação do patógeno por 

meio da produção de compostos voláteis; e ainda 8,9% do isolados de Trichoderma spp., 

foram selecionados através da inibição do crescimento micelial e redução de até 87,3% da 

esporulação do patógeno. O potencial destes isolados para o controle biológico da resinose do 

coqueiro foram avaliados em dois ensaios através de pulverizações curativas e preventivas, 

ocorrendo até 100% de controle da doença por meio de pulverizações preventivas. 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Fitopatógenos. Biocontrole. Cocos nucifera. Bacillus spp. Trichoderma spp.  
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CHAPTER 2: STUDY OF THE STEM BLEEDING COCONUT AND SELECTION OF 

MICROORGANISMS FOR BIOLOGICAL CONTROL 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The stem bleeding an important worldwide disease in coconut crops, whose etiologic agent is 

the fungus Thielaviopsis paradoxa, has been spread gradually in many Brazilian states. This 

study aimed at studying the coconut stem bleeding and select microorganisms, derived from 

coconut palm production area, for the biological disease control. Among the evaluated 

isolates, concerning the pathogenicity, the isolate of Thielaviopsis paradoxa TC.060, when 

sprayed on plants with previously damaged rachis with spore suspension, presented higher 

external and internal severity on the coconut palm rachis after thirty-four days of pathogen 

inoculation. There was not found a relationship between the external and internal disease 

symptoms on the coconut palm rachis and it was proved that, in order to occur infection by T. 

paradoxa on coconut seedlings, it is necessary to occur damage on vegetable tissues. Among 

the microorganisms evaluated by direct confrontation test, 7,3% of the Bacillus spp. isolates 

were selected as efficients. There was an inhibition of 68 to 89% of the T. paradoxa mycelial 

growth and up to 84,75% inhibition of the pathogen sporulation through the production of 

volatile compounds; Besides, 8,9% of the Trichoderma spp. isolates were selected through the 

mycelial growth inhibition and up to 87,3% of pathogen sporulation reduction. The isolates 

potential for the  coconut palm stem bleeding biological control was evaluated in two assays 

through curative and preventive sprays, and there was up to 100% of disease control through 

preventive sprays. 

 

 

Keywords: Phytopathogen. Biocontrol. Cocos nucifera. Bacillus spp. Trichoderma spp. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma palmeira tropical com ampla distribuição 

geográfica. No Brasil, os principais produtos comercializados são a água e o leite de coco, e 

coco ralado, enquanto os subprodutos são o óleo e a torta de coco seco (Medeiros, 2010). 

O cultivo do coqueiro é de suma importância para as mais diversas regiões de 

produção, alcançando pequenos, médios e grandes produtores. No Brasil, esta cultura é 

responsável pela geração de aproximadamente 500.000 empregos diretos e indiretos, 

ocupando em torno de 290.000 ha, distribuídos em quase 220.000 propriedades (Ferreira, 

2007). A área plantada na região norte atinge aproximadamente 24 mil hectares e o Estado 

do Pará é o 4º maior produtor com 214 mil frutos e produtividade média de 10,13 frutos/ha 

(IBGE, 2014). 

A ocorrência de patógenos em todas as regiões produtoras, e em intensidade variável, é 

responsável pela redução geral de 50% do potencial produtivo da cocoicultura (Costa et al., 

2002; Medeiros, 2010). Dentre as doenças, destaca-se a resinose, cujo agente etiológico é o 

fungo Thielaviopsis paradoxa (de Seynes), anamorfo do ascomiceto Ceratocystis paradoxa 

de Seynes. (Index fungorum, 2014). Esta doença tem apresentado elevada importância nos 

últimos anos, desde o primeiro relato no Brasil no ano de 2004 (Warwick et al., 2004). O 

patógeno vem sendo disperso gradualmente, e sua ocorrência já foi registrada nos estados da 

Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraíba, Rio Grande do Norte (Ferreira, 2007) e Pará, onde no 

ano de 2008, no município de Moju, foram descritos os primeiros casos da doença 

(Tremacoldi e Lins, 2011). 

O fungo T. paradoxa sobrevive em restos culturais em decomposição e no solo, 

podendo causar infecção através das raízes, de ferimentos e das fissuras naturais de 

crescimento do tronco, sob condições favoráveis. Este patógeno pode dispersar-se aderido a 

insetos, por solo contaminado ou ferramentas usadas na colheita ou na erradicação de plantas 

doentes e mortas (Ferreira, 2007), sendo um importante patógeno de outras culturas, tais 

como o dendezeiro ou palma de óleo (Albuquerque, 1979; Carvalho et al., 2011), bananeira 

(Cordeiro, 2003), cana-de-açúcar (Croft et al., 2000; Chapola, 2010) e abacaxizeiro (Ferrari, 

2009). 

O principal sintoma da resinose do coqueiro são rachaduras que através das quais 

exsudam resina marrom-avermelhada, característica que dá nome à doença. Como 

consequência, as plantas apresentam redução do crescimento foliar e da produtividade, 

podendo levar a planta à morte com o progresso da doença (Ferreira, 2007). 
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Pesquisas demonstraram a eficiência de microrganismos biocontroladores sobre o 

Thielaviopsis paradoxa. Em concentrações elevadas (100 e 70%) Trichoderma polysporum 

Rifai. reduziu significativamente o crescimento de C. paradoxa, oriundo de sementes 

germinadas de óleo de palma (Eziashi et al., 2006). Frutos de abacaxi tratados com 

Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckfeltd. e Nirenberg) mantiveram-se livres de T. 

paradoxa em concentração de 1x10
-5

 conídios.mL
-1

, ocorrendo completa inibição do 

crescimento micelial do patógeno (Wijesinghe et al., 2010). 

Bacillus amyloliquefaciens quando aplicado em banana (Musa sp.) reduziu 

significativamente a incidência de podridão pós-colheita causada por Thielaviopsis 

paradoxa, Colletotrichum musae e Fusarium verticillioides, quando comparado a frutos que 

receberam tratamento com fungicidas (Alvindia e Natsuaki, 2009). Bacillus pumilus e 

Bacillus subtilis apresentaram efeitos antagônicos significativos sobre crescimento micelial e 

germinação de conídios de T. paradoxa, agente etiológico da podridão-abacaxi em cana-de-

açúcar (Venturini et al., 2014). 

Não há fungicidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

para controle da resinose (Agrofit, 2014) e trabalhos sobre o manejo integrado da doença são 

escassos. Para reduzir o progresso da doença, produtores de coco realizam a poda cirúrgica, 

realizando a retirada da área do estipe com sintomas, seguida de pulverização com produto 

químico e selamento do ferimento com alcatrão vegetal (Ferreira, 2007).  

Diante do exposto, há a necessidade de estudos da doença, bem como prospectar 

alternativas de controle.  

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

O presente trabalho teve por objetivo estudar a resinose do coqueiro, bem como, 

selecionar microrganismos oriundos de área de produção de coco, para o controle biológico 

da doença. 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219408002093
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Os testes “in vitro” foram realizados no Laboratório de Fitopatologia da Embrapa 

Amazônia Oriental e os testes “in vivo”, em mudas, em casa-de-vegetação da Universidade 

Federal Rural da Amazônia e da Embrapa Amazônia Oriental.  

 

 

3.1 Isolamento do patógeno 

 

 

Foram coletadas amostras de estipe de plantas sintomáticas, em área de cultivo 

comercial de coqueiro. As amostras foram identificadas e levadas ao Laboratório de 

Fitopatologia para o isolamento indireto do patógeno. Os tecidos amostrados foram lavados 

em água corrente e fragmentados em tamanhos menores de 0,5 a 1,0 cm, na interseção entre 

tecido lesionado e tecido sadio, caracterizado por coloração amarelo esverdeado. A assepsia 

foi realizada em álcool a 70% por 30 segundos e em hipoclorito a 20% por 2 minutos. Em 

seguida, os fragmentos foram plaqueados em meio de cultura Ágar-Água e após o 

crescimento de colônia fúngica, foi realizada a repicagem para meio de cultura Batata-

Dextrose-Ágar (BDA), sendo incubadas a 28 ºC. Posteriormente, foram preparadas lâminas 

para classificação dos isolados por análises morfológicas em microscópio de luz. As colônias 

de T. paradoxa obtidas foram transferidas para tubos de ensaio contendo meio BDA e 

preservadas em óleo mineral. 

 

 

3.2 Teste de patogenicidade 

 

 

 Foram utilizados 4 isolados de T. paradoxa, sendo 1 oriundo de coqueiro de área de 

produção em Moju – PA (TC.060), 2 procedentes de coqueiros de região produtora do 

Nordeste brasileiro (TC.057 e TC.058) e 1 isolado de palma de óleo proveniente de região 

produtora do Estado do Pará (TD), mais a testemunha, composta de plantas com ferimento, 

porém não inoculadas. O teste foi realizado em casa-de-vegetação com temperatura média de 

28 ºC e umidade relativa do ar média de 94%.  

Mudas de coqueiro do híbrido PB-123 com 9 meses de idade, foram inoculadas com 

discos de BDA contendo micélio e conídios do patógeno, crescidos por 7 dias, após ferimento 
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prévio na base da ráquis. O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso com 5 

repetições (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Teste de patogenicidade em mudas de coqueiro previamente feridas e inoculadas 

com diferentes isolados de Thielaviopsis paradoxa. 

   
 

  

 

 

Foram realizadas avaliações diárias dos sintomas juntamente com registros 

fotográficos. Após 26 dias da inoculação, foram mensurados comprimento e largura da lesão 

externamente, e em seguida, foi realizado o corte das ráquis para medição da profundidade 

das lesões nos tecidos em diferentes pontos (ponto 1: local de ferimento e inoculação do 

patógeno; ponto 2: dois cm abaixo do ponto 1; ponto 3: quatro cm abaixo do ponto 1; ponto 4: 

dois cm acima do ponto 1; ponto 5: quatro cm acima do ponto 4) (Figura 2).  

Os dados de medições de lesões foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade no programa Sisvar®. 

O isolado de Thielaviopsis paradoxa que apresentou maior severidade da doença foi 

utilizado em todos os demais testes posteriores neste trabalho. 
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Figura 2: Avaliação da profundidade da lesão em ráquis de mudas de coqueiro previamente 

feridas e inoculadas com diferentes isolados de Thielaviopsis paradoxa. 

 

 

 

3.3 Métodos de Inoculação 

 

 

O isolado de T. paradoxa que apresentou maior comprimento de lesão no teste de 

patogenicidade foi utilizado neste ensaio. 

Os métodos de inoculação foram avaliados conforme a seguir: M1: discos de meio de 

cultura BDA contendo micélio e conídios do patógeno inoculados na ráquis com ferimento 

prévio; M2: M1, porém, sem ferimentos; M3: pulverização de suspensão de conídios, até o 

ponto de escorrimento, na ráquis previamente ferida; M4: M3, porém, sem ferimentos; M5: 

suspensão de conídios (200 mL) em solo previamente esterilizado; M6: M5, após 

escarificações no solo visando provocar ferimentos nas raízes. Utilizou-se suspensão de 

conídios com concentração de 1x10
7
conídios. mL

-1
. O local de inoculação foi mantido em 

câmara úmida por 48 horas, sendo a temperatura média de 28ºC e umidade relativa do ar 

média de 94% em casa-de-vegetação. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado com 7 tratamentos (6 métodos de isolamento mais tratamento controle 

pulverizado somente com água) e 4 repetições. A parcela experimental foi constituída por 

uma muda de coqueiro do híbrido PB-123 com 6 meses de idade. 

Foi determinado o Período de Incubação (PI), sendo observado o tempo em dias, 

decorrido desde a inoculação do patógeno até o aparecimento dos primeiros sintomas da 

doença (Batista et al., 2009). As avaliações foram realizadas com o início do aparecimento 

dos sintomas, totalizando 7 avaliações do comprimento e largura da lesão externamente, em 
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intervalos de 4 dias. Após as avaliações foi realizado o corte das ráquis para mensuração da 

profundidade das lesões nos tecidos.  

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas 

pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade no programa Sisvar®. 

 

 

3.4 Isolamento dos agentes de controle biológico 

 

 

Amostras de solo de rizosfera e de raízes de plantas sintomáticas e assintomáticas 

foram coletadas em área de plantio comercial de coqueiros no Munícipio de Moju - PA e 

conduzidas ao Laboratório de Fitopatologia da Embrapa Amazônia Oriental. 

 

 

Isolados de Bacillus spp. 

 

 

Para o isolamento de Bacillus spp. as amostras de solo obtidas foram processadas de 

acordo com metodologia para isolamento do gênero (World Health Organization, 1985). As 

colônias bacterianas obtidas foram caracterizadas por estudos morfológicos e foram 

submetidas ao teste de Gram, pelo método de Ryu. Os isolados de Bacillus spp. selecionados 

foram preservados em temperatura ambiente em água destilada e esterilizada em duplicatas, 

para estudos posteriores. 

 

 

Isolados de Trichoderma spp. 

 

 

Amostras de raízes coletadas foram lavadas em água corrente e cortadas em tamanhos 

de 0,3 a 0,5 cm. Em seguida, foram lavados em álcool a 70% por 30 segundos, hipoclorito a 

2% por 2 minutos, e lavados em água destilada estéril por duas vezes, secos em papel de filtro 

estéril e plaqueados em meio de cultura ágar-água. Após dois dias, as colônias crescidas 

foram transferidas e cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA. 

Posteriormente, foram preparadas lâminas para observação sob microscópio de luz. Os 
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isolados de Trichoderma spp. obtidos foram preservados em tubos de ensaio contendo meio 

BDA e após crescimento foi adicionado óleo mineral aos tubos.  

 

 

3.5 Controle “in vitro” de Thielaviopsis paradoxa por isolados de Bacillus spp. 

 

 

3.5.1 Confrontação direta 

 

 

Foi avaliado o controle biológico de T. paradoxa pelos isolados de Bacillus spp. 

obtidos de área de cultivo comercial de coqueiro. As bactérias foram incubadas em meio 

Nutriente-Ágar (NA) por 48 horas aplicando-se o método de estrias paralelas, enquanto as 

colônias do patógeno foram incubadas por 7 dias em meio BDA. Ambos os microrganismos 

foram cultivados em câmara de crescimento BOD a 28 ± 2ºC e fotoperíodo de 12 horas. 

Foi utilizado o método de pareamento (Mariano, 1993), onde 1 disco de 5 mm de 

diâmetro da colônia do patógeno foi colocado no centro de placas de Petri contendo meio de 

cultura BDA e em torno deste disco foi transferida a colônia bacteriana a ser avaliada. Os 

tratamentos foram: testemunha, que constou apenas de disco de meio de cultura contendo o 

patógeno, e 109 isolados de Bacillus spp. As placas de Petri foram incubadas em câmara de 

crescimento BOD, a 28 ± 2ºC e fotoperíodo de 12 horas. 

A avaliação dos tratamentos foi realizada a cada 24 horas, pela medição do diâmetro 

da colônia do patógeno, em dois sentidos diametralmente opostos, com um paquímetro. As 

medições ocorreram até que, o crescimento do patógeno no tratamento controle ocupasse toda 

a placa de Petri. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 110 tratamentos (109 

Bacillus spp. + tratamento controle) e quatro repetições. O índice de velocidade de 

crescimento micelial (IVCM) foi calculado segundo a equação adaptada de Oliveira (1991). 

As análises estatísticas foram realizadas no programa Sisvar® aplicando-se o teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade. 
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3.5.2 Produção de compostos voláteis por Bacillus spp. para inibição do crescimento 

micelial e esporulação de T. paradoxa. 

 

 

Os isolados que apresentaram melhor eficiência no teste de confrontação direta foram 

avaliados quanto à produção de compostos voláteis. Os testes foram realizados em tampas de 

placas de Petri, onde em uma das tampas foi vertido o meio NA e riscado a colônia de 

Bacillus spp. e na outra tampa com meio BDA semeou-se 1 disco de meio contendo micélio e 

conídios de T. paradoxa crescido por sete dias. As tampas foram posicionadas uma sobre a 

outra e seladas. No tratamento testemunha não houve repicagem de Bacillus spp. As placas 

foram mantidas a 28 °C ± 2, em fotoperíodo de 12 horas. 

A avaliação do crescimento micelial foi realizada a cada 24 horas, pela medição do 

diâmetro da colônia do patógeno, em dois sentidos diametralmente opostos, com um 

paquímetro. As avaliações ocorreram até que, o crescimento do patógeno no tratamento 

testemunha ocupasse toda a placa de Petri. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado, com quatro repetições e 16 tratamentos (15 isolados de Bacillus e 1 tratamento 

controle). O índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi calculado segundo a 

equação adaptada de Oliveira (1991). 

Após 72 horas, ao término da medição do crescimento micelial do patógeno, foi 

realizada a avaliação da esporulação em hemocitômetro, tipo Neubauer, sob microscópio de 

luz. Para isto, adicionou-se 5 mL de água destilada esterilizada sobre a cultura fúngica para 

suspensão dos conídios e remoção  com uma alça de Drigalsky, para obtenção da suspensão 

final . 

As análises estatísticas foram realizadas no programa Sisvar® aplicando-se o teste de 

Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

3.6 Controle “in vitro” de Thielaviopsis paradoxa por isolados de Trichoderma spp. 

 

 

3.6.1 Confrontação Direta  

 

Foi utilizado o método de pareamento para avaliar o antagonismo direto de diferentes 

isolados de Trichoderma spp. a T. paradoxa. Em placas de Petri contendo meio de cultura 
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BDA, foram colocados em pontos equidistantes, discos de cultura de T. paradoxa e de cada 

um dos isolados de Trichoderma spp. avaliados ambos a 1,0 cm de distância da borda da 

placa e mantidas sob luz contínua a 28 °C ± 2 em câmaras de crescimento em fotoperíodo de 

12 horas. No tratamento controle foi repicado apenas o patógeno. 

Foram avaliados 45 isolados de Trichoderma spp. obtidos de área de plantio comercial 

de coqueiro, utilizando-se o critério de Bell et al. (1982), por escala de notas com valores de 1 

a 5. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 4 repetições e 46 

tratamentos (45 isolados de Trichoderma spp. e tratamento controle). As análises estatísticas 

foram realizadas no programa Sisvar® aplicando-se o teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. 

 

 

3.6.2 Interação de hifas 

 

 

Os isolados que demonstraram resultados promissores no teste de confrontação direta 

foram avaliados quanto à interação de hifas. A metodologia empregada foi semelhante ao 

teste de pareamento, com exceção de que neste, uma lamínula, previamente esterilizada, foi 

posicionada centralmente, entre as colônias do antagonista e do desafiante. As placas foram 

mantidas a 28 °C ± 2, em fotoperíodo de 12 horas até ser observado o crescimento de hifas de 

ambos os fungos sob a lamínula. Após esse período, as lamínulas foram retiradas, para 

montagem de lâminas microscópicas em corante azul de bromofenol e azul de algodão e 

observadas sob microscópio de luz, sendo fotografadas em objetiva de 40 vezes de aumento. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 13 tratamentos (12 isolados de 

Trichoderma e 1 tratamento controle) e 4 repetições. 

 

 

3.6.3 Produção de compostos voláteis por Trichoderma spp. para inibição do 

crescimento micelial e esporulação de T. paradoxa. 

 

 

Os isolados selecionados no teste de confrontação direta foram avaliados quanto à 

produção de compostos voláteis para inibição do crescimento micelial e esporulação do 

patógeno. A produção de compostos foi avaliada pela adição de meio BDA em tampas de 
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placas de Petri, onde na extremidade inferior foi semeado 1 disco de BDA contendo micélio e 

conídios de Trichoderma spp. e na extremidade superior 1 disco de micélio de T. paradoxa. 

As tampas foram posicionadas umas sobre as outras e seladas. No tratamento testemunha, foi 

realizada a repicagem somente de T. paradoxa em uma das tampas. As placas foram mantidas 

a 28 °C ± 2 em fotoperíodo de 12 horas. 

A avaliação do crescimento micelial foi realizada a cada 24 horas até que o 

crescimento do patógeno no tratamento testemunha ocupasse toda a placa de Petri. A medição 

do diâmetro da colônia do patógeno foi realizada em dois sentidos diametralmente opostos, 

com um paquímetro e o índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi calculado 

segundo equação adaptada de Oliveira (1991). 

Para avaliação da produção de conídios por T. paradoxa, ao término da medição do 

crescimento micelial do patógeno foi realizada a adição de 5 mL de água destilada esterilizada  

por placa e após raspagem com alça de Drigalski. Obteve-se a suspensão para contagem de 

conídios em hemocitômetro, tipo Neubauer, sob microscópio de luz. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 13 tratamentos (12 

isolados e tratamento controle) e quatro repetições. As análises estatísticas foram realizadas 

no programa Sisvar® aplicando-se o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

3.7 Controle da resinose do coqueiro por isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. em 

casa-de-vegetação. 

 

 

Os isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. promissores no controle “in vitro” de 

T. paradoxa foram avaliados em casa-de-vegetação. As aplicações dos agentes de biocontrole 

foram estudadas quanto ao efeito preventivo da resinose em mudas de coqueiro. Foram 

avaliados 8 isolados de Bacillus spp. e 4 isolados de Trichoderma spp. 

Mudas de coqueiro com ráquis previamente ferido foram inoculadas com T. paradoxa, 

sendo utilizado como método de inoculação, a pulverização de suspensão com micélio e 

conídios do patógeno, de acordo com resultados das avaliações realizadas em ensaio de 

métodos de inoculação. 

Os isolados de Trichoderma spp. foram cultivados em meio BDA e a suspensão 

preparada em concentração de 1x10
8
 conídios. mL

-1 
após 7 dias de incubação em meio BDA. 

Enquanto os isolados de Bacillus spp. foram cultivados em meio NA por 48 horas, a 28 °C ± 
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2 e a concentração da suspensão em solução salina foi ajustada em absorbância a 550 nm 

(A550) igual a 0,1.  

A suspensão contendo micélio e conídios de T. paradoxa em concentração de 1x10
6
 

conídios. mL
-1 

 foi realizada com adição de água destilada esterilizada em cultura crescidas 

por 7 dias e após raspagem com alça de Drigalski foi realizada a contagem de conídios em 

hemocitômetro, tipo Neubauer, sob microscópio de luz. 

A mensuração dos sintomas ocorreu de modo semelhante à mensuração realizada nos 

ensaios de teste de patogenicidade e métodos de inoculação. 

As análises estatísticas foram realizadas no programa Sisvar® aplicando-se o teste de 

Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

3.7.1 Ensaio 1 

 

 

Em casa-de-vegetação na Universidade Federal Rural da Amazônia com temperatura 

média de 25ºC e umidade relativa do ar de 94% foram realizadas aplicações dos agentes de 

biocontrole em anão-verde com 7 meses de idade, via pulverização na ráquis e solo, 3 dias 

antes da inoculação do patógeno.  

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com 13 tratamentos (12 

agentes de biocontrole e 1 tratamento controle) e 22 repetições.  Plantas do tratamento 

testemunha foram inoculadas somente com patógeno.  

 

 

3.7.2 Ensaio 2 

 

 

A metodologia utilizada foi semelhante à aplicada no ensaio anterior, com exceção ao 

período de aplicações dos agentes de biocontrole. O controle biológico foi avaliado em casa-

de-vegetação da Embrapa Amazônia Oriental, de forma preventiva com a pulverização dos 

antagonistas aos 14 e 7 dias antes da inoculação do patógeno. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Isolamento do patógeno 

  

 

Foram obtidos isolados de T. paradoxa: TC.60, oriundo de coqueiros do Estado do 

Pará; e isolado TD. de plantas de dendezeiro ou palma de óleo (Elaeis guineensis) também em 

área de plantio no Estado do Pará. Estruturas do patógeno foram fotografadas sob microscopia 

de luz (Figura 3) e as colônias fúngicas preservadas.  

 

Figura 3: Micélio e conídios de Thielaviopsis paradoxa isolado de estipe de coqueiros 

sintomáticos em área de plantio comercial no Estado do Pará. Lâminas preparadas em: 

solução de Bromofenol (a); Solução de Azul de Algodão (b). 

 

 

 

4.2 Teste de patogenicidade 

 

 

Os sintomas iniciais da resinose foram observados vinte e nove dias após a inoculação 

das plantas com 4 diferentes isolados de T. paradoxa (TC.060; TC.057; TC.058 e TD). 

Constataram-se lesões externas na ráquis a partir do ponto de infecção do patógeno. Foram 

observadas lesões deprimidas de coloração amarronzada, e posteriormente necróticas e 

exsudação de seiva marrom-avermelhada a partir das lesões (Figura 4). 
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Figura 4: Sintomas da resinose em mudas de coqueiro inoculadas com isolados TC.060; 

TC.057; TC.058 e TD de Thielaviopsis paradoxa: Planta com ferimento não inoculada (a); 

Plantas previamente feridas e inoculadas com o patógeno (b). 

 

 

 

 

Em teste de patogenicidade realizado no Estado do Ceará, os sintomas externados em 

mudas de 6 meses de idade, inoculadas com discos de cultura do patógeno, foram manchas na 

base do caule a partir do ponto de inoculação e secamento foliar com posterior morte das 

plantas (Freire e Martins, 2010). Por outro lado, a sintomatologia observada neste trabalho, 

em mudas de 9 meses de idade, inclui manchas e exsudação de seiva, não havendo porém 

morte das plantas. A avaliação quanto à morte das plantas não foi possível devido à realização 

de corte das mesmas 30 dias após inoculação, para avaliação interna da doença. 

Houve diferença significativa quanto ao comprimento das lesões externas. Todos os 

isolados testados diferiram estatisticamente do tratamento controle, que apresentou 

comprimento médio de lesões de 15,29 mm, decorrentes da lesão inicial causada no tecido. Os 

isolados TD e TC.060 apresentaram maior severidade da doença, com lesões de 165,57 e 

125,44 mm, respectivamente, seguidos dos isolados TC.057 (100,17 mm) e TC.058 (64,79 

mm) (Figura 5.a). Os resultados evidenciaram que o isolado TD, que diferiu estatisticamente 

dos demais tratamentos e o isolado TC.060 provenientes de área de plantio da região 

amazônica foram mais severos quando comparados aos isolados provenientes da região 

Nordeste brasileira, evidenciando que os isolados de origem não nativa, não se adaptaram às 

condições climáticas particulares da região amazônica, caracterizado por elevada temperatura 

e umidade.  

 

a b b b 
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Figura 5: Teste de patogenicidade em mudas de coqueiro inoculadas com diferentes isolados 

(TC.057; TC.058; TC.060 e TD) de Thielaviopsis paradoxa: Lesão externa na ráquis (a); Lesão 

interna na ráquis (b). Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Scott-

Knott ao nível de  5% de probabilidade. 

 

     a 

 b 

 

 Houve diferença significativa quando avaliadas as lesões internas em diferentes áreas 

da ráquis, e todos os isolados diferiram significativamente do tratamento controle, sem a 

inoculação do patógeno. O tratamento controle apresentou lesão de 1,26 mm, no ponto de 

infecção “1”, referente ao local de ferimento na ráquis e de inoculação do patógeno, enquanto 

nos tratamentos inoculados com os isolados TD e TC.060, as lesões foram de 5,69 e 6,02 mm, 

respectivamente. Dentre os isolados provenientes do coqueiro, o isolado TC.060 foi o que 

apresentou maior severidade da doença em todos os pontos de infecção, diferindo 

siginificativamente dos isolados TC.057 e TC.058. O isolado TD, proveniente de plantas de 
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palma de óleo foi tão severo às mudas de coqueiro, quanto o isolado TC.060, não diferindo 

estatisticamente entre si, em nenhum dos pontos de infecção (Figura 5.b).  

O progresso externo e interno das lesões foi maior quando inoculado com os isolados 

TC.060 e TD, confirmando os danos do patógeno ao tecido do vegetal como dissecação da 

área infeccionada com presença de extensas manchas amarronzadas de tecidos desintegrados 

e fibrosos, na região interna do caule (Warwick e Talamini, 2014). É importante ressaltar a 

patogenicidade do isolado TD., proveniente de plantas de palma de óleo, às mudas de 

coqueiro avaliadas neste ensaio, demonstrando a potencialidade de inoculações cruzadas e 

evidência a ampla gama de hospedeiro (Denoyes; Baudry, 1995; Muniz et al., 1998; Furtado 

et al., 1999; Peres et al., 2002; Bonett et al., 2010), fator de grande preocupação para 

produtores em áreas onde ocorrem o cultivo de coqueiro e palma de óleo. 

 

 

4.3 Métodos de Inoculação 

 

 

O período de incubação foi de 26 dias. O isolado de T. paradoxa TC.060 que 

apresentou maior severidade dentre os isolados provenientes de coqueiro no teste de 

patogenicidade, quando inoculado por pulverização de suspensão de conídios na ráquis 

previamente ferida (M3) e discos de meio BDA (M1) contendo micélio e conídios do 

patógeno, apresentou sintomas externos da doença após 26 dias da inoculação. Os sintomas 

foram: lesões necróticas externas na ráquis de coloração amarronzada; lesões internas que 

progrediram longitudinalmente a partir do ponto de inoculação do patógeno; e exsudação de 

seiva marrom que se tornou escura ao entrar em contato com ar, diferentemente da resina 

cristalina observada em exsudações por ferimentos, sem a presença do patógeno. Nos 

tratamentos M2, M4 e M5, todos sem ferimentos prévios, não houve sintomas da resinose. 

Não foram observados sintomas em plantas inoculadas via solo, com ou sem escarificações 

(Figura 6.a). 
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Figura 6: Resinose do coqueiro em plantas inoculadas com diferentes métodos de inoculação: 

Lesões externas na ráquis (a); Progresso de lesões externas em diferentes dias após inoculação - 

dai (b). Lesões internas: Pontos de Infecção: 3, 2, 1, 4 e 5 (c). M1: discos de meio de cultura 

BDA contendo micélio e conídios do patógeno inoculados na ráquis com ferimento prévio; M2: 

discos de meio de cultura BDA contendo micélio e conídios do patógeno inoculados na ráquis, 

sem ferimentos; M3: pulverização de suspensão de conídios na ráquis previamente ferida até o 

ponto de escorrimento; M4: pulverização de suspensão de conídios na ráquis, sem ferimentos, 

até o ponto de escorrimento; M5: inoculação de suspensão de conídios em solo previamente 

esterilizado; M6: inoculação de suspensão de conídios em solo, previamente esterilizado, após 

escarificações no solo. Plantas do tratamento controle não receberam o inóculo do patógeno. 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% 

de probabilidade.  

      a 

b 

            c 

0,0

50,0

100,0

150,0

200,0

Controle M5 M6 M2 M4 M1 M3

L
es

ã
o
 E

x
te

rn
a
 n

o
 C

a
u

le
 

 (
m

m
) 

Tratamentos 

a a a a a 

b 

c 

0,0

50,0

100,0

150,0

200,0

26 dai 30 dai 34 dai 38 dai 42 dai 46 dai 50 dai

C
o
m

p
ri

m
en

to
 E

x
te

rn
o
 d

a
 

L
es

ã
o
 (

m
m

) 

Desenvolvimento da Lesão  

Controle

M1

M3
b 

a 

b b 

a 

b b 

a 

c 
b 

a 

c 

b 

a 

c 

b 

a 

c 

b 

a 

c 

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

M2 M4 M5 M6 Controle M3 M1

L
es

ã
o
 I

n
te

rn
a
 n

o
 c

a
u

le
 (

m
m

) 

Tratamentos 

3

2

1

4

5

c 

b 
a 

b 

a 

b b 

a 

c 

a 



51 

 

O maior comprimento externo de lesão foi observado em plantas pulverizadas com 

suspensão de conídios em ráquis ferida (M3), com comprimento médio de 153,99 mm de 

comprimento, diferindo significativamente do tratamento inoculado com discos de micélio e 

conídios do patógeno (M1) que apresentou comprimento médio de lesões de 77,85 mm de 

comprimento, superior a todos os outros métodos de inoculação avaliados (Figura 6.a). Os 

tratamentos M1 e M3 diferiram estatisticamente da testemunha em todas as avaliações 

realizadas. Após trinta e quatro dias da inoculação do patógeno o tratamento M3 diferiu de 

todos os outros tratamentos, apresentando maiores valores de comprimento externo das lesões 

(Figura 6.b). 

As lesões internas foram observadas em diferentes regiões da ráquis em plantas 

inoculadas pelos métodos M1 e M3. O tratamento M1 apresentou maior severidade da doença 

em todos os pontos de infecção avaliados diferindo estatisticamente dos demais pontos. As 

maiores lesões foram observadas no ponto de infecção “1”, local de ferimento do tecido. 

Neste ponto, a lesão mediu 2,55 mm e 4,89 mm nos tratamentos M3 e M1, respectivamente 

(Figura 6.c). 

Os tratamentos M1 e M3 apresentaram resultados inversos quanto ao progresso das 

lesões interna e externa na ráquis (Figura 6.a e 6.b). Em plantas inoculadas com método M1 

as lesões externas foram menores quando comparadas ao método M3, porém as lesões 

internas foram estatisticamente superiores. Tais informações ratificam que, ainda que os 

sintomas externos sejam menores na região mais superficial do estipe, a lesão interna pode 

progredir de dentro para fora nos tecidos (Ferreira, 2007). Não foram constatadas, portanto, 

relações entre os sintomas internos e externos. O que comprovaram observações de que, em 

alguns casos, quando os sintomas da resinose são externados, muitas das vezes podem ocorrer 

maior severidade interna da doença, dificultando ainda mais o controle do patógeno. 

O método de inoculação por pulverização de suspensão de conídios proporcionou 

maior severidade da doença externamente, porém internamente, as maiores lesões ocorreram 

quando a inoculação foi realizada com disco de meio de cultura contendo o patógeno. Sugere-

se que estes resultados devem-se ao fato de que, no método em que ocorre a pulverização na 

ráquis ate o ponto de escorrimento, estruturas do patógeno ficam espalhadas na superfície do 

estipe e não penetrem tanto quanto no caso em que se utilizou disco de meio de cultura, em 

que a concentração de estruturas do patógeno é maior no local lesionado, causando maior 

profundidade de lesão.  

Este estudo comprovou que, para ocorrer infecção por T. paradoxa em mudas de 

coqueiro é necessário que haja um ferimento no tecido vegetal, o qual permite a penetração, 
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infecção e reprodução de sintomas da resinose. T. paradoxa pode causar infecção através de 

ferimentos e das fissuras naturais de crescimento do estipe (Nelson, 2005).  

 

 

4.4 Isolamento dos agentes de controle biológico  

 

Isolados de Bacillus spp. 

 

Foram obtidos 109 isolados de Bacillus spp. oriundos de áreas de plantio comercial de 

coqueiro com plantas sadias e com sintomas da resinose (Tabela 1). 

 

 

Isolados de Trichoderma spp. 

 

 

 Foram obtidos 45 isolados de Trichoderma spp. oriundos de solo de plantio comercial 

de coqueiro com plantas sintomáticas e assintomáticas no Estado do Pará (Tabela 2).  

 

 

4.5 Controle “in vitro” de Thielaviopsis paradoxa por isolados de Bacillus spp. 

 

 

4.5.1 Confrontação direta 

 

 

Dentre os 109 isolados de Bacillus spp. avaliados pelo teste de confrontação direta, 24 

diferiram significativamente do tratamento controle, sendo 13% o percentual de isolados 

selecionados como eficientes. Isolados que não diferiram estatisticamente do tratamento 

controle não foram expostos na Tabela 1. Foram selecionados os isolados que inibiram a 

partir de 68% do crescimento micelial de T. paradoxa¸sendo os isolados: B.02; 01; 06; 04; 05; 

104; 03; 57; 07; 25; 62; 61; 77 e 106, com destaque ao isolado B.02 e B.01, que inibiram 

89,8% e 88,34% do crescimento do patógeno, respectivamente, enquanto o isolado B.106, 

apresentou taxa de inibição de 68,91%. (Tabela 1). Esta inibição ocorreu provavelmente pela 

produção de compostos antimicrobianos (Huang e Chang, 1975; Baker et al., 1983; Kupper et 

al., 2003). Um dos fatores possivelmente envolvidos é o encurtamento de células e forte 
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engrossamento da parede das hifas do patógeno que ocorre na região de influência dos 

isolados bacterianos (Kupper et al., 2003). A inibição do crescimento do patógeno pode ser 

atribuida a competição por espaço, nutrientes, indução de resistência (Ongena et al., 2005) ou 

produção de enzimas, como quitinase e β-1,3 - glucanase (Idriss et al., 2002), além da 

pontecial produção de peptídeos antimicrobianos como a Gramicidina S, o Iturin A e a 

Fengycin (Liu et al., 2005; Deleu et al., 2005; Layton et al., 2011).  

 

Tabela 1: Teste de confrontação direta de Thielaviopsis paradoxa após 72 horas com isolados 

de Bacillus spp. 

Isolado de Bacillus Diâmetro da colônia 

(mm)  

Percentual de 

Inibição (%) 

Origem dos 

isolados 

B.02 9,17      a 89,81 Aracaju - SE 

B.01 10,49    a 88,34 Aracaju-SE 

B.06 19,31    b 78,54 Moju-PA 

B.04 21,02    b 76,64 Moju-PA 

B.05 21,07    b 76,58 Moju-PA 

B.104 21,49    b 76,12 Moju-PA 

B.03 22,40    b 75,11 Moju-PA 

B.57 25,08    c 72,13 Moju-PA 

B.07 25,22    c 71,98 Moju-PA 

B.25 25,74    c 69,18 Moju-PA 

B.62 27,84    d 69,07 Moju-PA 

B.61 27,91    d 68,99 Moju-PA 

B.77 27,96    d 68,93 Moju-PA 

B.106 27,98    d 68,91 Moju-PA 

B.54 34 71    e 61,44 Moju-PA 

B.29 39,73    f 55,85 Moju-PA 

B.11 46,03    g 48,85 Moju-PA 

B.27 48 34    g 46,29 Moju-PA 

B.12 51,24    h 43,07 Moju-PA 

B.72 54,96    h 38,93 Moju-PA 

B.20 59,32    i 34,11 Moju-PA 

B.28 61,15    j 32,05 Moju-PA 

B.22 62,40    j 30,67 Moju-PA 

B.23 68,91    k 23,43 Moju-PA 

B.09 80,40    l 10,67 Moju-PA 

Controle 90,00    l 0,0 Moju-PA 
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de  5% de 

probabilidade 

 

Cepas de Bacillus pumilus e Bacillus thuringiensis inibiram in vitro o crescimento 

micelial de Colletotrichum gloeosporioides Penz., agente etiológico da antracnose em frutos 

de manga, com percentual de 88,87% e 80,07%, respectivamente (Zheng et al., 2013). Em 

avaliação como antagonista aos fungos Fusarium moniliforme (J. Sheld.), Exserohilum 

turcicum (Pass.), Acremonium strictum (W. Gams) e Colletotrichum sublineola (Henn.),  

http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp?strGenus=Exserohilum
http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp?strGenus=Colletotrichum
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patógenos da cultura do milho (Zea mays L.) e do sorgo (Sorghum bicolor L.), isolado de 

Bacillus sp. CNPMS-22 apresentou atividade antagônica in vitro, impedindo o crescimento 

micelial destes fitopatógenos (Figueiredo et al., 2010). O crescimento micelial de Curvularia 

sp.  e de Pyricularia grisea (Sacc.), agentes etiológicos da mancha do grão e da brusone do 

arroz, respectivamente, foram inibidos em até 80% aos 11 dias de avaliação (Tejera et al., 

2012). Cepas de Bacillus spp. isoladas a partir de rizosfera foram capazes de gerar efeito 

antagônico sobre o crescimento e desenvolvimento de Fusarium oxysporum e Fusarium 

solani causador da murcha em plantas ornamentais de Zantedeschia spp. (Spreng) (Venegas et 

al., 2005). 

Ainda que os resultados promissores de antagonismo obtidos in vitro não sejam 

garantia de eficiência no campo, essa eficácia constitui-se em prognóstico e indicativo, quanto 

à sua viabilidade no controle do fitopatógeno sob condições naturais de infecção (Moreira, 

2013), sendo desta forma, necessária a avaliação destes isolados in vivo.  

 

 

4.5.2 Produção de compostos voláteis por Bacillus spp. para inibição do crescimento 

micelial e esporulação de T. paradoxa 

 

 

Todos os isolados de Bacillus spp. diferiram significativamente do tratamento controle 

quanto à produção de conídios, com exceção do isolado B.05. O patógeno em ausência do 

antagonista apresentou concentração de conídios de 3,8 x 10
7
 conídios. mL

1
, enquanto na 

presença dos isolados B.77; B.01; B.04; B.02; B.104; B.03; B.61 e B.57, a concentração de 

conídios do patógeno foi de 0,6; 1,2; 1,2; 1,3; 1,3; 1,3; 1,4 e 1,4 x 10
7
 conídios.mL

-1
, 

respectivamente. A maior taxa de inibição foi de 84,75%, proporcionada pelo isolado B.77, 

enquanto em presença do isolado B.62, ainda que tenha diferido significativamente do 

tratamento controle, esta taxa foi de 34,68% (Figura 7.b). Nenhum dos isolados de Bacillus 

spp. reduziu o crescimento micelial de T. paradoxa por produção de compostos voláteis, não 

diferindo estatisticamente do tratamento controle (Figura 7.a).  
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Figura 7: Produção de compostos voláteis por isolados de Bacillus spp. Inibição do 

crescimento micelial de Thielaviopsis paradoxa (a). Inibição da esporulação de Thielaviopsis 

paradoxa (b). Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 

ao nível de  5% de probabilidade. 

a 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

N
º d

e 
co

ní
di

os
/m

L
 (1

07 )

Isolados de Bacillus sp.

a

aa a aa a
b

a
b

b
b

c

d
d

b 

  O efeito inibitório destes isolados pode estar relacionado com vários 

mecanismos antagonistas, tais como, produção de quitinase, sideróforos, ácido cianídrico, 

antibióticos produção de amônia, β-1,3 - glucanase e ácido salicílico (Litty, 2011), e ainda 

com a produção de metabólitos secundários, como surfactina (Asaka e Shoda, 1996). Em 

avaliação do potencial de controle de compostos voláteis produzidos por B. subtilis e B. 

amyloliquefaciens, foi verificada redução significativa na produção de conídios de Penicillium 

crustosum Thom. (Arrebola et al., 2009). Moore-Landeker e Stotzy (1972) verificaram 

redução de 66 e 53% na produção de conídios por Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans 

(Snyder e Hansen) e Penicillium viridicatum (Westling), por compostos voláteis produzidos 

por Agrobacterium radiobacter. Em estudos realizados para observação da inibição do 

crescimento de Rhizoctonia solani (Kuhn) por estirpe de Bacillus subtilis, foi observado a 

presença de lipopetídeos como iturin e surfactina (Yu et al., 2002). 

Este estudo evidenciou o potencial dos isolados 1, 2, 3, 4, 57, 61, 77, 104 de Bacillus 

spp. como antagonista de T. Paradoxa, porém estudos como a identificação dos mecanismos 

que potencializam tais antagonistas é de suma importância. 
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4.6 Controle “in vitro” de Thielaviopsis paradoxa por isolados de Trichoderma spp. 

 

 

4.6.1 Confrontação Direta 

 

 

Dentre 45 isolados de Trichoderma spp. obtidos em área de plantio comercial de 

coqueiro, 44 isolados diferiram estatisticamente do tratamento testemunha. Os isolados 20 e 

30 apresentaram maior redução de crescimento micelial do patógeno com nota 1 aos 14 dias 

de avaliação, de acordo com Bell et al., (1982). Os isolados 37, 11, 43 e 25 apresentaram nota 

3, ocupando aproximadamente 50% da superfície do meio, não sendo considerado com 

elevada eficiência no controle do patógeno (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Testes de Confrontação Direta de Thielaviopsis paradoxa após 14 dias com 

isolados de Trichoderma spp.   

Isolados de Trichoderma spp. Crescimento micelial de Thielaviopsis paradoxa
(1)

 

T.20 1,00 a 

T.30 1,00 a 

T.07 1,37 a 

T.02 1,50 a 

T.03 1,50 a 

T.29 1,50 a 

T.06 1,50 a 

T.09 1,50 a 

T.39 1,50 a 

T.10 1,50 a 

T.41 1,50 a 

T.01 1,62 a 

T.08 1,62 a 

T.17 1,75 a 

T.14 1,75 a 

T.22 1,75 a 

T.40 1,75 a 

T.16 1,75 a 

T.33 1,75 a 

T.15 1,87 a 

T.31 5,00 c 

Controle 5,00 c 
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de  5% de 

probabilidade. (1)
 Escala Bell et al (1982): Nota 1: Trichoderma cresce sobre o patógeno e ocupa toda a superfície 

do meio; Nota 2: Trichoderma cresce sobre pelo menos 2/3 da superfície do meio; Nota 3: Trichoderma ocupam 

aproximadamente metade da superfície do meio; Nota 4: Trichoderma cresce sobre 1/3 da superfície do meio; 

Nota 5: Trichoderma não cresce e o patógeno ocupa toda a superfície da placa; 
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Foram selecionados para testes posteriores os isolados 20, 30, 07, 02, 03, 29, 06, 09, 

39, 10 e 41 que ocuparam a partir de 2/3 da placa de Petri. Os isolados que obtiveram notas 2 

ou 3 não foram expostos na Tabela 2. Estes resultados evidenciaram a eficiência do gênero 

Trichoderma no controle de T. paradoxa, demonstrando a ocorrência de competição entre os 

microrganismos confrontados. Trichoderma spp. compete principalmente por nutrientes, 

espaço e oxigênio, colonizando rapidamente o substrato, impedindo-o de ser colonizando por 

outro microrganismo (Bettiol, 1991; Baker e Dickman, 1993, Ethur, 2006). 

Isolados de Trichoderma harzianum (Rifai) foram eficientes em inibir o crescimento 

micelial de Alternaria solani (Ellis e Martin) e Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. em 

condições controladas (Chowdappa et al., 2013). Resultados semelhantes foram observados 

quando isolados de Trichoderma sp. reduziram de 42 a 57% do crescimento micelial de 

Sclerotium rolfsii Sacc. agente etiológico da podridão do colo em plantas de feijão caupi 

(Santos, 2010). De acordo com Dubey et al. (2007), as espécies Trichoderma viride e 

Trichoderma harzianum apresentaram potencial de inibição do crescimento micelial de 

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, patógeno de plantas de grão de bico (Cicer arietinum L.). 

 

 

4.6.2 Interação de hifas 

 

 

Foi observado diferentes formas de parasitismo, como crescimento paralelo de hifas de 

ambos os fungos (Figura 8.a), enrolamento de hifas do antagonista em torno de hifas do 

patógeno (Figura 8.b) e formação de estruturas semelhantes a ganchos que crescem em 

direção às hifas do patógeno (Figura 8.c), indicando o parasitismo dos isolados de 

Trichoderma spp. estudados no controle do patógeno. 
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Figura 8: Interação de hifas entre isolados de Trichoderma spp. e Thielaviopsis paradoxa. 

Crescimento paralelo de hifas de ambos os fungos (a); enrolamento de hifas do antagonista 

em torno de hifas do patógeno (b) e formação de estruturas semelhantes a ganchos que 

crescem em direção às hifas do patógeno (c). 

        

 

 

4.6.3 Produção de compostos voláteis por Trichoderma spp. para inibição do 

crescimento micelial e esporulação de T. paradoxa. 

 

 

Nenhum dos isolados de Trichoderma spp. avaliados controlou o crescimento micelial 

de T. paradoxa pela produção de compostos voláteis (Figura 9.a). Porém para os valores de 

esporulação do patógeno, com exceção dos isolados 39 e 29, todos os tratamentos diferiram 

estatisticamente do tratamento controle. O patógeno quando em presença dos isolados de 

Trichoderma spp. T.03, 07, 06, 09 apresentou menores valores de esporulação: 0,2; 0,2; 0,2 e 

0,23 x10
8 

conídios.mL
-1

, respectivamente, enquanto o tratamento controle apresentou 

concentração de 1,47 x 10
8
 conídios.mL

-1
 (Figura 9.b). 
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Figura 9. Produção de compostos voláteis por isolados de Trichoderma spp. na inibição 

do Crescimento micelial de Thielaviopsis paradoxa (a). Esporulação de Thielaviopsis 

paradoxa (b). Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott ao nível de  5% de probabilidade.  
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Fungos do gênero Trichoderma são capazes de produzir metabólitos voláteis com 

efeito inibitório sobre o crescimento micelial de vários fitopatógenos (Dennis e Webster, 

1971a, 1971b, 1971c; Silva, 2010). Entre tais metabólitos, há gases como: etileno e cianeto de 

hidrogênio (Campbell, 1990), acetaldeído, acetona, etanol e dióxido de carbono (Tamimi e 

Hutchinson, 1975; Silva, 2010), que afetam o crescimento microbiano. Esses gases são ativos 

em baixas concentrações, mas não são considerados como antibióticos. O CO2 e a amônia são 
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substâncias voláteis produzidas por antagonistas que podem ser estimulante ou inibitória, 

enquanto o etileno não é inibitório, porém facilita a formação de derivados inibidores, como o 

alil-álcool (Mangenot e Diem, 1979). De acordo com Lobo Júnior e Abreu (2000), o potencial 

inibitório dos metabólitos voláteis ocorre devido à maior facilidade de difusão no ambiente ou 

solo, por meio de poros ou filmes d‟água, podendo atingir patógenos presentes neste ambiente 

(Silva, 2010). 

Em estudo do controle da antracnose em frutos de goiaba, os compostos voláteis 2-

metil-1-butanol produzidos por Saccharomyces cerevisiae Meyen., inibiram em 100% a 

esporulação de C. gloesporioides Penz., diferindo significativamente da testemunha (Rezende, 

2010). Enquanto que, os compostos voláteis dimetil dissulfeto, dimetil trissulfeto e 

acetofenona produzidos por Streptomyces globisporus inibiram a esporulação de Penicillium 

italicum Wehmer. em frutos de laranja (Li et al., 2010). 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram-se satisfatórios para a inibição da 

produção de conídios, porém torna-se necessário a confirmação da eficiência dos isolados em 

ensaios in vivo em casa de vegetação. 

 

 

4.7 Controle da resinose do coqueiro por isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. em 

casa-de-vegetação. 

 

 

 4.7.1 Ensaio 1 

 

 

O período de incubação da doença foi de 29 dias na testemunha não tratada com os 

potenciais agentes de controle biológico. Dentre os isolados antagonistas avaliados no 

controle da resinose, 66,6% reduziram o comprimento de lesões externas em relação ao 

tratamento controle. O isolado B.61 proporcionou menores valores de severidade com lesões 

que apresentaram comprimento médio de 9,51 mm de comprimento, seguido dos isolados 

T.07; B.02; B.104; B.03; B.77; B.04 e T.03 com comprimento médio de lesão de 16,14; 

16,46; 19,59; 21,87; 25,50; 55,66; 121,54 mm, respectivamente. Enquanto o tratamento 

controle apresentou comprimento médio de lesões de 249,22 mm. A eficiência de controle da 

severidade da doença do isolado B.61 foi de 96,19% e do isolado T.07 de 93,52% (Figura 

10.a). 
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Figura 10. Área Abaixo da Curva de Progresso da Severidade (AACPS) da resinose do 

coqueiro mensurada pelo comprimento de lesão em mudas com 7 meses de idade tratadas 

com isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. Ensaio 1. Médias seguidas de mesma 

letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. 

 

 

 

 

Plantas tratadas com o isolado de Trichoderma T.07 não apresentaram lesões internas 

no ráquis, e plantas tratadas com Bacillus 104 apresentaram lesões internas somente no local 

de inoculação. Os maiores comprimento de lesões internas ocorreram no local de infecção do 

patógeno (ponto 1), e em plantas tratadas com os isolados B.02, B.03, B.61, B.77, e B.04 o 

comprimento de lesões internas diferiu significativamente dos demais tratamentos (Figura 

10.b). 
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Estirpe nativa de B. subtilis, isolada de solo de cultivo de milho, diminuiu 

significativamente em 47,6% a incidência de sintomas do carvão-da-espiga Sporisorium 

reilianum (Kühn), aumentando ainda a produtividade da cultura (Mercado-Flores et al., 2014). 

Assim como isolados de B. pumilus e B. thuringiensis, quando avaliados in vivo, inibiram em 

94,28% e 87,06% a antracnose em frutos de manga C. gloeosporioides (Penz.) (Zheng et al., 

2013). Cepas de Bacillus spp. foram selecionadas como eficazes no controle das doenças em 

pepino, cujos agentes etiológicos são os fungos F.oxysporum f. sp. cucumerinum e R. solani, 

em casa de vegetação (Ying et al., 2014). De acordo com Srinivasulu et al.( 2002), isolados de 

T. viride e T. harzianum inibiram 45,47% e 36,10%, respectivamente, os sintomas de 

podridão basal do estipe (Ganoderma wilt) em plantas de coqueiro. Além do potencial 

biocontrolador a indução de resistência sistêmica por antagonista pode ser considerada como 

mais um mecanismo pelo qual plantas utilizam para se defender contra o ataque de patógenos 

(Van Loon et al., 1998).  

Os resultados do presente trabalho apresentaram isolados de Bacillus e Trichoderma 

como potenciais agentes de biocontrole da resinose, quando aplicados de forma preventiva na 

ráquis de plantas de coqueiro, podendo reduzir a severidade da doença. 

 

 

4.7.2 Ensaio 2 

 

 

Todos os isolados avaliados diferiram significativamente do tratamento controle 

proporcionando redução da Área Abaixo da Curva de Progresso da Severidade (AACPS) da 

resinose. Plantas tratadas com os isolados T.06 e T.09 apresentaram maior progresso da 

doença quando comparadas a plantas tratadas por outros isolados. Não ocorreu 

desenvolvimento das lesões na parte externa do ráquis em plantas tratadas com os isolados de 

Bacillus spp. B.01, B.03, B.61 e B.77, B.104 e B.57, indicando 100% de eficiência de 

controle da resinose, seguidos por 99%, 98%, 96%, 95%, 46% e 29% de controle em plantas 

tratadas com os isolados B.02, B.04, T.03, T.07, T.09 e T,06, respectivamente (Figura 11.a). 

No controle da queda prematura de frutos cítricos e da mancha preta dos citros, isolados de 

Bacillus spp. apresentaram-se mais eficientes do que isolados de Trichoderma spp. (Kupper, 

2009).  

 

 

javascript:void(window.open('enfer-poppup.php?desc=29#1','mywindow','width=650,height=500'));
javascript:void(window.open('enfer-poppup.php?desc=29#1','mywindow','width=650,height=500'));
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Figura 11. Área Abaixo da Curva de Progresso da Severidade (AACPS) da resinose do 

coqueiro em mudas com 7 meses de idade tratadas com diferentes isolados de Bacillus spp. e 

Trichoderma spp. Ensaio 2. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de 

Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. 

a 

b 

 

 

 

Os valores da AACPS neste ensaio foram menores quando comparados aos valores do 1º 

ensaio. Estes resultados demonstraram a elevada eficiência do controle biológico quando 

aplicado de forma preventiva repetidas vezes, uma vez que, a aplicação dos antagonistas 
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ocorreu aos 14 e 7 dias antes da aplicação patógeno. A aplicação antecipada garante aos 

antagonistas uma vantagem adaptativa de colonização, aumenta o favorecimento por 

competição por espaço e nutrientes, possibilita inibição da germinação de conídios do 

patógeno, parasitismo e lise de estruturas do patógeno e ainda indução de resistência no 

vegetal (Beattie e Lindow, 1995; Silva e Bettiol, 2009). Em estudo da severidade da queima-

da-bainha do arroz, cujo agente etiológico é o fungo Rhizoctonia solani, agentes de 

biocontrole apresentaram menor Área Sob Curva de Progresso da doença (ASCPD) aplicados 

de maneira preventiva, com eficiência relativa de 64,51% (SILVA, 2010).  

Não foram observadas lesões internas no ráquis das mudas de coqueiro em plantas 

tratadas com isolados de Bacillus spp. Em plantas tratadas com isolados de Trichoderma spp., 

os maiores comprimentos de lesões ocorreram somente no ponto de infecção do patógeno (1), 

enquanto que, em plantas sem tratamento, ocorreu lesão do tecido em todos os pontos de 

infecção avaliados. Ainda que, os isolados de Trichoderma spp. tenham apresentado lesão 

interna, os isolados T.07 e  T.03 apresentaram menores valores de lesão no ponto de infecção 

(1) diferindo estatisticamente dos demais isolados de Trichoderma spp. e tratamento controle. 

(Figura 11.b). Da mesma forma, o desenvolvimento de lesão interna foi menor quando 

comparado com o ensaio anterior, evidenciando o potencial biocontrolador dos agentes 

testados quando aplicados aos 14 e 7 dias antes da infecção pelo patógeno.  

Testes como estes são de suma importância na busca e seleção por agentes de 

biocontrole. Estes resultados demonstraram 100% de eficiência de microrganismos no 

controle biológico da resinose do coqueiro, quando pulverizados preventivamente no ráquis 

de plantas, dificultando o estabelecimento do patógeno. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 Isolado TC.060 de T. paradoxa oriundo de plantas de coqueiro apresentou 

significativa severidade da doença em plantas de coqueiro quando comparadas ao 

tratamento controle sem a presença do patógeno; 

 Plantas com ferimento na ráquis inoculadas com pulverização de micélio e conídios do 

patógeno apresentaram maior severidade da resinose quando comparadas à plantas 

inoculadas com disco de micélio e conídios; 

 Isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. quando confrontados com Thielaviopsis 

paradoxa reduziram o crescimento micelial do patógeno, além de produzirem 

metabólitos voláteis capazes de inibir a esporulação de T. paradoxa; 

 Isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. apresentaram potencial para o controle 

da resinose do coqueiro, quando aplicados preventivamente à inoculação do patógeno. 
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CAPÍTULO 3: MECANISMOS DE AÇÃO DE ISOLADOS DE Bacillus spp. E 

Trichoderma spp. NO CONTROLE BIOLÓGICO DE Thielaviopsis paradoxa 

  

 

RESUMO 

 

Microrganismos biocontroladores podem ser capazes de produção enzimática e compostos 

orgânicos voláteis (VOCs) que atuam na supressão de fitopatógenos. Este trabalho teve por 

objetivo realizar o estudo dos mecanismos de ação por isolados de Bacillus spp. e 

Trichoderma spp. promissores no controle da resinose do coqueiro. A caracterização 

enzimática foi realizada em meios de cultura específicos para produção de quitinase, protease 

e glucanase. A produção de quitinase foi positiva para os isolados de Bacillus spp. B.01 e 

B.02 e produção de β-1,3 glucanase foi observada apenas pelo B.57. Todos os isolados de 

Bacillus sp. avaliados apresentaram produção de protease. Os isolados de Trichoderma spp. 

não apresentaram atividade enzimática. Os perfis voláteis analisados por GC-MS 

identificaram 16 VOCs potenciais no biocontrole de doenças em plantas, tais como, dióxido 

de carbono, 2-propanona, etanol, ácido acético, fenol, benzeno, benzaldeído, 2-etil-hexanol. 

Os isolados B.01, B.02 e B. 04 produziram maior quantidade de VOCs quando comparado 

com os demais isolados. Os compostos benzaldeído, fenol e 2-etil-hexano foram produzidos 

por todos os isolados de Bacillus spp. 2-nonanona e 2-decanona foram produzidos 

exclusivamente por B.01 e B.02. Este estudo demonstrou que isolados de Bacillus spp. 

avaliados produzem compostos voláteis com potencial antifúngicos, bem como apresentam 

atividade enzimática eficiente em degradar a parede celular de T. paradoxa. 

 

 

Palavras-chave: Compostos voláteis. Enzimas. Antagonistas. Patógeno. Doença. 
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CHAPTER 3: MECHANISMS OF ACTION OF ISOLATED FROM Bacillus spp. AND 

Trichoderma spp. IN CONTROL OF BIOLOGICAL Thielaviopsis paradoxa 

 

 

ABSTRACT 

 

Biocontroler organisms may be able to produce by via enzymatic volatile organic compounds 

(VOCs), that works in the suppression of plant pathogens. This work aimed to carry out the 

study of the mechanisms of action of Bacillus spp. and Trichoderma spp., promising the 

control of the stem bleeding in coconuts. The enzyme characterization was carried out, in 

specific culture media for production of chitinase, glucanase and protease. The production of 

chitinase was positive for Bacillus spp. and B.01 B.02, the production of β-1,3-glucanase was 

observed only at B.57. All isolates of Bacillus sp. assessed had protease production. The 

Trichoderma spp. showed no enzymatic activity. The volatiles profiles analyzed by GC-MS 

indentified 16 potential biocontrollers VOCs related on plants diseases, such as carbon 

dioxide, 2-propanone, ethanol, acetic acid, phenol, benzene, benzaldehyde, 2-ethylhexanol. 

The isolated B.01, B.02 and B. 04 produced the highest amount of VOCs when compared 

with the other strains. The compounds benzaldehyde, phenol and 2-ethyl-hexane were 

produced by Bacillus spp. 2 cyclononanone and 2-decanone were produced exclusively by 

B.01 and B.02. This study demonstrated that isolates of Bacillus spp. assessed to produce 

VOC‟s with antifungal potential and present efficient enzymatic activity to degrade the cell 

wall of T. paradoxa. 

 

 

Keywords: Volatile compounds. Enzymes. Antagonists; Pathogen; Disease. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

O coqueiro (Cocos nucifera L.) constitui-se importante cultura perene na geração de 

renda, alimentação em diversos países. O continente asiático é o maior produtor mundial de 

coco com 84% da produção, seguido do continente americano com 8,2%. A Indonésia 

destaca-se como maior país produtor, com produção de 17,50 milhões de toneladas e o Brasil 

figura como o 4º maior produtor mundial, com 2,94 milhões de toneladas de coco (FAO, 

2014). No Brasil, as regiões Nordeste e Norte apresentam maior área plantada, 

respectivamente, apresentando elevado potencial socioeconômico (IBGE, 2014).  

Entretanto, o cultivo do coqueiro pode ser afetado por diversos problemas 

fitossanitários que podem causar o depauperamento de plantios e baixa produtividade 

(Ferreira et al., 1998; Medeiros e Mesquita, 2014).  

A resinose do coqueiro, cujo agente etiológico é o fungo Thielaviopsis paradoxa (de 

Seynes), anamorfo do ascomiceto Ceratocystis paradoxa (Index fungorum, 2014) ocorre 

com elevada incidência em diferentes regiões no Brasil e no mundo. A partir de sua primeira 

ocorrência no Estado de Sergipe, no nordeste brasileiro, no ano de 2004 (Warwick et al., 

2004) o patógeno vem sendo disperso para outros estados e regiões brasileiras (Ferreira, 

2007), comprometendo a sanidade dos cultivos, produtividade e qualidade dos frutos, e 

consequentemente, danos econômicos. Ao causar infecção através das raízes, de ferimentos e 

fissuras naturais de crescimento do estipe, o principal sintoma é a exsudação de seiva a partir 

das rachaduras no estipe das plantas, a qual se torna escura ao entrar em contato com ar. 

Ocorre ainda consequentemente redução do crescimento vegetativo, comprometimento da 

produtividade e, com o progresso da doença, até a morte da planta (Ferreira, 2007). 

O controle biológico por microrganismos antagonistas pode ser uma alternativa aos 

fungicidas no controle de doenças (Govender et al., 2005). Gêneros tais como, Bacillus e 

Trichoderma são utilizados em uma vasta gama de plantas cultivadas como agentes de 

biocontrole de diferentes patógenos (Chowdappa et al., 2013). Bacillus spp. (Jager et al., 

2001) e fungos como Trichoderma harzianum (Vivekananthan et al., 2004) são 

microrganismos citados como eficazes no controle de doenças como a antracnose em 

mangueiras (Zheng et al., 2013).  

Além da ação por parasitismo, competição por nutrientes, antibiose, indução de 

resistência, os microrganismos biocontroladores podem ser capazes de produzir compostos 

orgânicos voláteis (VOCs) que atuam na supressão de fitopatógenos. Os compostos 
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orgânicos produzidos por microorganismos podem ser quimicamente agrupados em ésteres, 

álcoois, alcanos, alcenos, alcinos, ácidos orgânicos, cetonas, terpenóides, aldeídos e 

persulfuretos (Corcuff et al., 2001; Dilantha et al., 2005; Wan et al., 2008; Zheng et al., 

2013). Na literatura há relatos de bactérias de solo que podem produzir compostos orgânicos 

voláteis capazes de controlar diversos fungos fitopatogênicos como Aspergillus fumigatus, 

Geotrichum candidum, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea e Verticillium dahliae (Ren 

et al., 2010; Zheng et al., 2013). 

A produção de enzimas tais como quitinase, protease e β-1,3-glucanase por 

antagonistas pode potencializar a ação sobre agentes patogênicos. A atividade de enzimas 

como quitinase e β-1,3-glucanase faz parte do mecanismo de defesa da planta contra 

infecção por fitopatógenos (Cota et al., 2007), dependendo do progresso da doença. O 

potencial de 26 isolados bacterianos foi observado pela produção de enzimas degradantes da 

parede celular de fitopatógenos, dentre as quais 7% produziram protease, 3%  β-1,3-

glucanase e 1% quitinase (Chaiharn e Lumyong, 2009). Bactérias selecionadas como 

promissoras no controle da brusone em folhas de arroz (Magnaphorte oryzae) apresentaram 

atividade enzimática de glucanase e quitinase (Moraes, 2010). 

São escassas as técnicas eficientes para o controle da resinose do coqueiro e não há 

fungicidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento para controle 

da doença (Agrofit, 2014). Sendo assim, a busca por estratégias de controle da doença se faz 

necessária. Em meio a tal necessidade, o controle biológico, por meio de agentes de 

biocontrole figura como uma alternativa viável, contudo, é de suma importância conhecer os 

mecanismos utilizados por agentes de biocontrole para compor o manejo integrado da 

doença. 

 

 

2 OBJETIVO 

 

 

Este trabalho teve por objetivo realizar o estudo dos mecanismos de ação de isolados 

de Bacillus spp. e Trichoderma spp. selecionados como promissores no controle biológico da 

resinose do coqueiro.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 Isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. foram obtidos a partir de coletas em área 

de cultivo de coqueiros no Município de Moju, localizado no estado do Pará. Para o 

isolamento de Bacillus spp. as amostras de solo obtidas foram processadas de acordo com 

metodologia para isolamento do gênero (World Health Organization, 1985). As colônias 

bacterianas obtidas foram caracterizadas por estudos morfológicos e foram submetidas ao 

teste de Gram, pelo método de Ryu. Para isolamento de Trichoderma spp., amostras de raízes 

coletadas foram lavadas em água corrente e cortadas em tamanhos de 0,3 a 0,5 cm. Em 

seguida, foram lavados em álcool a 70% por 30 segundos, hipoclorito a 2% por 2 minutos, e 

lavados em água destilada estéril por duas vezes, secos em papel de filtro e plaqueados em 

meio de cultura ágar-água. Após dois dias, as colônias crescidas foram transferidas e 

cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Posteriormente, foram 

preparadas lâminas para observação sob microscópio de luz.  

Os isolados foram avaliados para o controle in vitro do T. paradoxa e em testes no 

controle da resinose em mudas de coqueiro, em casa-de-vegetação. Os isolados promissores 

foram selecionados e preservados em duplicatas para posterior estudo do mecanismo de ação 

utilizado no controle do patógeno.   

 

 

3.1 Caracterização enzimática 

 

 

Os ensaios de caracteriação enzimática foram realizados no Laboratório de 

Fitopatologia Molecular da UFAL. Foram avaliados 8 isolados de Bacillus spp. (B.01; B.02; 

B.03; B.04; B.57; B.61; B.77 e B.54) crescidos por 24 horas em meio Nutriente-Ágar (NA) e 

4 isolados de Trichoderma spp. (T.03; T.06; T.07 e T.09) crescidos por 7 dias em meio 

Batata-Dextrose-Ágar (BDA) pré selecionados como biocontroladores da resinose do 

coqueiro. A caracterização enzimática foi realizada com o cultivo dos isolados em meios de 

cultura específicos para produção de quitinase, protease e glucanase. Cada ensaio foi repetido 

duas vezes, sendo utilizado 5 repetições, e cada parcela experimental foi representada por uma 

placa de Petri.  
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3.1.1 Produção de Quitinase 

 

 

A produção de quitinase foi avaliada em meio mineral, utilizando-se quitina coloidal 

(Sigma®) 0,08% como única fonte de carbono (Renwick et al., 1991), em meio MLN, 

conforme a seguir (g L
-1

): NH4NO3, 0,78; K2HPO4, 0,80; KH2PO4, 0,20; MgSO47H20, 0,20; 

CaCl2, 0,06; NaCl, 0,10; Na2MoO42H2O, 0,002; ZnSO47H20, 0,00024; CuSO45H20, 0,00004; 

CoSO47H2O, 0,010; MnSO47H20, 0,003; NaFeEDTA, 0,0028; H3BO3, 0,005; ágar, 15.  

Os isolados de Trichoderma spp. e Bacillus spp. foram então repicados no centro de 

placas de Petri contendo o meio de cultura citado e incubados a 28ºC durante 7 dias. A 

produção de quitinase foi constatada pela observação de halo transparente ao redor da colônia 

contrastando com o restante do meio com aspecto leitoso.  

 

 

3.1.2 Produção de β-1,3 glucanase 

 

 

A atividade β-1,3 glucanases foi determinada pelo método adaptado por Renwick et al. 

(1991) baseado na detecção da hidrólise do β -1,3 glucano (laminarina-Sigma) por reação 

colorimétrica com o corante vermelho Congo. 

Discos de meio de cultura contendo colônia de Trichoderma spp. e Bacillus spp. foram 

repicados para placas de Petri contendo meio de cultura MLN como única fonte de carbono e 

5 g L
-1

 de laminarina (Sigma). As placas foram incubadas a 28 ºC em fotoperíodo de 12h. 

Após três dias, foi adicionado solução de vermelho Congo até cobrir o meio completamente. 

Após 90 minutos, foi realizada a drenagem do excesso de corante e observada a formação de 

zona amarelo-alaranjada ao redor das colônias indicando a hidrólise do β -1,3 glucano. 

 

 

 

3.1.3 Produção de Protease 

 

 

Os isolados antagonistas foram repicados para placas de Petri contendo meio ágar-

gelatina-leite (leite em pó desnatado; gelatina em pó incolor sem sabor). As placas foram 
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incubadas a 28 ºC em BOD por 24 h e a produção de protease foi observada pela formação de 

halos enzimáticos incolores. 

 

 

3.2 Extração e identificação de compostos voláteis (VOC’s) de isolados de Bacillus spp. e 

Trichoderma spp. 

 

 

 

  Os compostos produzidos por isolados antagonistas foram analisados no Laboratório 

de Pesquisa em Química dos Produtos Naturais, através do sistema de dessorção térmica 

Shimadzu TD-20 em Cromatografo Gasoso acoplado a Espectrômetro de Massas modelo 

(CG/EM) QP5050A (Shimadzu, Japan) (Figura 12).  

 

Figura 12: Dessorção térmica TD20 (Shimadzu Japan) (a); Cromatografo Gasoso acoplado a 

Espectrômetro de Massas modelo (CG/EM) QP5050A (b).  

 a b 

 

 

As condições na unidade TD-20, pré-estabelecidas pela fabricante, foram de 15 min 

sobre fluxo de gás de 60 ml/min; temperatura da válvula 250◦C; armadilha de temperatura de 

calor 280ºC; armadilha temperatura fresca -20ºC; interface de temperatura de calor de 250ºC. 

O hélio (pureza de 99,999%) foi utilizado como gás carreador para os compostos orgânicos 

termicamente dessorvidos; taxa de fluxo de gás foi auto-ajustada para dirigir compostos 

orgânicos para GC-MS, modelo QP5050A, utilizando Impacto de Elétrons (70eV) como 

modo de Ionização. A análise foi realizada em Coluna Capilar para cromatografia a gás, RTx-

5MS (95% polidimetilsiloxano e 5% difenil), 30m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro 

externo, 0,25 μm de diâmetro interno. As temperaturas da Fonte de Íons e da Interface foram 

200
o
C e 290

o
C respectivamente. A temperatura inicial foi de 50°C constante por 5 min e com 
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gradiente de aumento de temperatura de 5°C/min até a temperatura final de 280°C por 5min, 

com temperatura de interface de 220°C. O gás de arraste foi hélio com vazão de 1 mL/min. 

Os compostos voláteis foram coletados por 8 horas em balão volumétrico 

hermeticamente fechado de 250 mL, contendo 100 mL de meio Nutriente Ágar (NA) 

inclinado para o cultivo dos isolados de Bacillus spp. crescidos por 24 horas,  e balões 

volumétricos com 100 mL de meio BDA inclinado para o cultivo dos isolados de 

Trichoderma spp. crescidos por 48 horas (Figura 13). A identificação dos Compostos 

Organicos Voláteis (VOC´s) foi dividida em três etapas: (1) detecção do pico do íon 

molecular; (2) distinção do padrão de fragmentação dos grupos de picos; (3) e comparação 

automática empregando o banco de dados NIST e Wiley usando o GCMSolution software. 

 

 

Figura 13: Cultivo de isolados de Bacillus spp. em meio NA (a); Tubos contendo adsorvente 

Tenax
®

 TA (b). 

         

 

 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 14 

tratamentos, sendo 8 isolados de Bacillus spp., 4 isolados de Trichoderma spp. e 2 

tratamentos controle, composto por meio de cultura NA e meio BDA. É importante ressaltar 

que, os compostos produzidos por isolados de Trichoderma spp. não foram avaliados devido a 

saturação dos tubos contendo Tenax
®
 TA (80 mesh), sob as mesmas condições dos demais 

tratamentos. 

 

 

 

 

a b 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Caracterização enzimática 

 

 

4.1.1 Produção de Quitinase 

 

 

Os isolados de Bacillus spp. B.01 e B.02 apresentaram resultado positivo para a 

produção de quitinase (Figura 14), demonstrando a capacidade de tais isolados em promover 

o controle de T. paradoxa pela degradação da quitina constituinte na parede celular do 

patógeno. Nenhum isolado de Trichoderma spp. avaliado apresentou produção de quitinase  

(Tabela 3). Isolado de Bacillus thuringiensis promoveu o controle em até 100% de Sclerotium 

rolfsii e de 55 a 82% para Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Nigrospora sp., Rhizopus 

sp., Aspergillus niger, Fusarium sp., Aspergillus candidus, Absidia sp. e Helminthosporium 

sp., 45% para Curvularia sp., e 10% para Aspergillus fumigatus em sementes de soja. A 

adição de quitinase produzida por isolado de Bacillus thurigiensis aumentou a germinação de 

sementes de soja infectadas por S. rolfsii de 25% para 90% (Ramírez et al., 2004). Em 

trabalho de seleção de microrganismos eficientes no controle de fitopatógenos, 1% dos 

microrganismos isolados de rizosfera, Bacillus licheniformis, Stenotrophomonas maltophilia, 

Bacillus licheniformis e B. Thuringiensis, foram selecionados como positivos para produção 

de quitinase, suprimindo o crescimento dos fungos fitopatogênicos, Rhizoctonia solani, 

Macrophomina phasiolina, Fusarium culmorum, Pythium sp, Alternaria alternata e 

Sclerotium rolfsii, reduzindo  significativamente o tombamento em Helianthus annus (Kamil 

et al., 2007). 
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Tabela 3: Produção de enzimas hidrolíticas por isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. 

 Produção Enzimática 

Isolados Quitinase Β-1,3-glucanase Protease (48h) 

B.03 - - + 

B.57 - + + 

B.04 - - + 

B.02 + - + 

B.77 - - + 

B.01 + - + 

B.61 - - + 

B.104 - - + 

T.03 - - - 
T.06 - - - 
T.07 - - - 
T.09 - - - 

Presença (+) ou ausência (-) de atividade enzimática por isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp.   

 

 

 

Figura 14: Produção de quitinase por isolado de Bacillus spp. B.01. Isolado em meio NA- 

Tratamento controle (a). Isolado em meio de cultura específico (b);  

 

 a  b 

 

 

4.1.2 Produção de β-1,3 glucanase 

 

 

A produção de β-1,3 glucanase foi observada apenas pelos isolados de Bacillus spp. 

B.57 (Figura 15), tornando-o importante agente capaz de suprimir T. paradoxa (Tabela 3). 

Isolado NSRS 89-24 de Bacillus subtilis inibiu o crescimento de Pyricularia grisea e 

Rhizoctonia solani, patógenos de plantas de arroz (Oryza sativa) pela produção da enzima 

glucanase (Leelasuphakul et al., 2006). A eficácia de isolado de B. subtilis no controle de 

Rhizopus stolonifer em pós-colheita de frutos de pêssego foi comprovada ao apresentar 
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aumento significativo da atividade de β-1,3-glucanase, promovendo acúmulo de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), espécie reativa de oxigênio mais estável e prontamente transportada 

através da membrana capaz de regular a expressão de genes requeridos para a ativação da 

resistência a doenças (Wang et al., 2013).  

 

 

Figura 15: Produção de β-1,3-glucanase por isolado de Bacillus spp. B.57 biocontrolador da 

resinose do coqueiro. 

 
 

                              

 

 

 

 

4.1.3 Produção de Protease 

 

 

Todos os isolados de Bacillus spp. avaliados apresentaram produção de protease, 

enquanto nenhum  isolado de Trichoderma spp. apresentou produção de protease (Tabela 3) 

(Figura 16). Três estirpes bacterianas de Bacillus subtilis com capacidade comprovada na 

supressão da podridão vermelha em plantas de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.), 

cujo agente etiológico é o fungo Colletotrichum falcatum, apresentaram produção de protease 

e antibióticos (Hassan et al., 2010). Ampelomyces quisqualis, micoparasita altamente 

específico de oídio patogênico de pepino apresentaram atividade in vitro de proteases, sendo 

encontrada uma correlação positiva entre sua atividade micoparasítica e a produção de 

proteases (Angeli et al., 2012). 
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Figura 16: Produção de protease por isolados de Bacillus spp. biocontroladores da resinose 

do coqueiro: Isolado B. 77 (a); B.61 (b); B.04 (c) e B.01 (d). 

 

    a  b 

     c   d 

 

Os resultados enzimáticos obtidos neste trabalho subsidiaram a compreensão mais 

detalhada do processo de micoparasitismo dos isolados estudados e a formação de base sólida 

para o desenvolvimento de novas estratégias com o emprego destes isolados no controle da 

resinose do coqueiro.  

 

 

4.2 Extração e identificação de compostos voláteis (VOC’s) de isolados de Bacillus 

 

 

Foram identificados 16 VOCs, produzidos por isolados de Bacillus spp., potenciais no 

biocontrole de doenças em plantas, tais como, dióxido de carbono, 2-propanona, etanol, ácido 

acético, fenol, benzeno, benzaldeído, 2-etil-hexanol. Nota-se pelo cromatograma que os 

voláteis emitidos pelos isolados de Bacillus spp. apresentam algumas similaridades, com 

vários compostos aparecendo em todas as frações  (Figura 17).  Não foi possível estudar os 

compostos voláteis produzidos por Trichoderma spp., devido a saturação do adsorvente 

Tenax
®

 TA.  
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Figura 17: Cromatograma correspondendo a compostos orgânicos voláteis produzidos por 

isolados de Bacillus spp. eficientes no controle da resinose em mudas de coqueiro e por meio 

de cultura NA como tratamento controle.  

 

 

Cores representadas: preta: B.01; rósea: B.02; azul: B.03; vermelha: B.04; verde: B.61; azul: B.77; amarelo: 

B.104; cinza: B.57.  

 

Os perfis voláteis analisados (GC-MS) mostraram que os isolados B.01, B.02 e B. 04 

produziram mais VOCs que os demais isolados. Benzaldeído, fenol e 2-etil-hexano foram 

produzidos por todos os isolados de Bacillus spp. Os compostos 2-nonanona e 2-decanona 

foram produzidos exclusivamente por B.01 e B.02. Os ácidos, acético, benzóico e salicílico 

também foram encontrados (Tabela 4).  
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Tabela 4: Perfil volátil GC / MS de isolados Bacillus spp. biocontroladores da resinose do 

coqueiro. 

Tratamentos Compostos Similaridade  Tempo de 

retenção (min) 

Pico 

relativo da 

área (%) 

Controle     

B.01 Dióxido de carbono 98% 0,76 2,88 

 Etanol 97% 1,14 3,08 

 2-Propanona  94% 1,19 6,77 

 Clorofórmio 98% 1,71 15,89 

 Ácido acético 96% 3,15 7,83 

 Ácido benzoico 89% 14,91 0,74 

 Benzaldeído 94% 8,31 0,59 

 Fenol 89% 9,46 0,34 

 Benzeno 87% 2,12 1,26 

 2-etil-hexanol 88% 11,19 0,08 

 2-nonanona 89% 12,83 0,17 

 2-decanona 92% 14,83 0,46 

B.02 Dióxido de carbono 98% 0,76 0,28 

 Etanol 97% 15,64 0,09 

 Benzeno 96% 10,16 0,23 

 2-Propanona  94% 1,20 10,0 

 Ácido acético 89% 1,54 2,21 

 Ácido benzoico 90% 14,91 1,49 

 Benzaldeído 94% 8,30 0,41 

 Fenol 89% 9,45 0,19 

 2-etil-hexanol 88% 11,11 0,12 

 2-nonanona 89% 12,83 0,2 

 2-decanona 92% 14,82 0,39 

 Acido salicílico 85% 18,89 0,25 

B.03 Dióxido de carbono 98% 0,76 0,2 

 Etanol 97% 1,16 28,48 

 Ácido benzoico 89% 14,91 1,83 

 Benzaldeído 94% 8,32 0,77 

 Fenol 89% 9,47 0,35 

 Benzeno 87% 3,74 0,22 

 2-etil-hexanol 88% 11,14 0,18 

B.04 Dióxido de carbono 98% 0,78 0,15 

 Etanol 97% 1,16 19,62 

 2-Propanona 94% 1,19 3,44 

 Clorofórmio 98% 1,71 2,88 

 Ácido acético 89% 1,53 3,19 

 Ácido benzoico 90% 14,95 3,67 

 Benzaldeído 94% 8,3 1,41 

 Fenol 89% 9,46 0,43 

 Benzeno 87% 2,13 1,12 

 2-etil-hexanol 88% 11,12 0,18 

 Acetaldeido 96% 1,09 5,59 
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 Os compostos gerados por Bacillus foram identificados por comparação de espectro de massa para NIST Mass 

Spectral Biblioteca (probabilidade baseado match> 80%). 

 
 

Ácidos, tais como, ácido benzoico e fenol, apresentam importantes características 

antifúngicas, além de contribuírem para resposta de hipersensibilidade do vegetal (Isaac, 

1992; Beltrame, 2005), como deposição de lignina no tecido do hospedeiro (Nicholson; 

Hammerschmidt, 1992; Beltrame, 2005). Etanol somente não foi produzido pelos isolados 

B.57 e B.104 (Tabela 4). Todos os VOCs acima citados não ocorreram no tratamento controle 

o que indica que a produção destes compostos orgânicos voláteis foram derivados de 

metabólitos bacterianos e não a partir de utensílios e meio de cultura utilizados nos ensaios. 

Resultado semelhante foi encontrado por Yuan et al. (2012), que identificaram 11 

VOCs produzidos por Bacillus amyloliquefaciens inibidores do crescimento micelial e 

Tratamentos Compostos Similaridade Tempo de 

retenção (min) 

Pico 

relativo (%) 

 Octanal 92% 10,05 0,14 

B.57 2-Propanona  94% 1,22 5,98 

 Ácido benzoico 90% 14,89 1,05 

 Benzaldeído 94% 8,33 0,49 

 Fenol 89% 9,47 0,32 

 2-etil-hexanol 88% 11,12 0,12 

B.61 Etanol 96% 1,15 13,6 

 2-Propanona  94% 1,20 11,12 

 Ácido acético 89% 2,97 0,6 

 Ácido benzoico 90% 14,93 0,91 

 Benzaldeído 94% 8,32 0,41 

 Fenol 89% 9,48 0,43 

 Benzeno 87% 2,13 0,67 

 2-etil-hexanol 88% 11,12 0,06 

 Acetaldeido 96% 1,10 10,51 

 Octanal 92% 10,05 0,03 

B.77 Etanol 96% 1,16 10,71 

 2-Propanona  94% 1,21 12,23 

 Ácido acético 89% 1,63 1,83 

 Ácido benzoico 90% 14,96 2,42 

 Benzaldeído 94% 8,31 0,99 

 Fenol 89% 9,46 0,36 

 2-etil-hexanol 88% 11,12 0,14 

 Acetaldeido 96% 1,09 9,26 

 Octanal 92% 10,05 0,08 

B.104 2-Propanona  94% 1,20 5,06 

 Ácido acético 89% 2,58 2,7 

 Ácido benzoico 90% 14,85 0,16 

 Benzaldeído 94% 8,32 1,00 

 Fenol 89% 9,47 0,43 

 Benzeno 87% 2,13 2,64 

 2-etil-hexanol 88% 11,12 0,11 
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germinação de F.oxysporum f. sp. cubense (Yuan et al., 2012). Em avaliação in vitro 2-

nonanona controlou doenças pós-colheita em morango (Huang et al., 2011). Em trabalho 

realizado por Zheng et al. (2013), 2-decanona, 2-nonanona e benzeno, produzidos por duas 

cepas isoladas de Bacillus strains, apresentaram atividade antimicrobiana de 100% de 

Colletotrichum gloeosporioides, e esporos do patógeno não germinaram após contato com os 

tais compostos. Estes compostos proporcionaram ainda, diminuição de lesões de antracnose 

em frutos de manga. No controle de F. oxysporum, benzaldeído, 2- nonana e 2- decanona, 

dentre outros, foram os principais compostos anti-fúngicos produzidos por Paenibacillus 

polymyxa, proporcionando juntamente com outros VOCs, completa inibição da germinação de 

esporos e efeito inibitório significativo de 60 a 64% do micélio fúngico do patógeno (Raza et 

al., 2015).  Compostos voláteis produzidos por Bacillus spp. contra podridão pós-colheita em 

citros, reduziram significativamente a incidência e severidade da doença em frutos 

biofumigados (Arrebola et al., 2010). 

Os isolados de Bacillus spp. avaliados exercem múltiplos mecanismos antagônicos 

além do mais, VOCs podem se espalhar atingindo microambientes existente em torno de 

colônias de fitopatógenos, tornando-se excelente opção para uso como agentes de controle 

biológico da resinose do coqueiro. É importante ressaltar, que alguns destes compostos têm 

sido amplamente utilizados como aditivos de sabor e produtos farmacêuticos para consumo 

humano, como 2-nonanona, produzido naturalmente e liberados por framboesas vermelhas e 

morangos (Vaughn et al., 1993). Ou seja, o uso de compostos voláteis na indústria alimentar 

torna ainda maior a possibilidade de ser considerado como alternativa segura para controle de 

doenças em culturas agrícolas. 

Pesquisas futuras também são necessárias para a compreensão aceitável em agricultura 

e maneiras práticas para uso eficiente dos isolados em áreas de cultivo de coqueiros.  
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5 CONCLUSÕES 

 

 Os isolados de Bacillus spp. estudados produzem compostos voláteis com potencial 

antifúngicos, bem como apresentam atividade enzimática eficiente em degradar a 

parede celular de T. paradoxa. 

 Não foi possível estudar os compostos voláteis produzidos por Trichoderma spp., 

utilizando metodologia similar de coleta, devido a saturação do adsorvente Tenax
®

 

TA.  

 Devido aos mecanismos de ação apresentados por agentes de controle biológico 

avaliados, esta pesquisa se revela importante para o manejo da resinose do coqueiro. 
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