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Resumo

O coqueiro é uma das plantas cultivadas de maior importancia no mundo,
sendo a sua producédo afetada por inUmeros fatores, inclusive doencas. A
resinose do coqueiro é uma das principais doencas que afeta esta cultura e tem
como agente etiolégico o fungo Thielaviopsis paradoxa. O uso de fungicidas
para o controle desta doenca estd em fase de testes. Devido ao fato do
tratamento do estipe com pulverizacdo de fungicidas propiciar o molhamento
do solo via deriva objetivou-se com este estudo analisar possiveis alteracdes
na estrutura das comunidades microbianas (ECM) das areas tratadas, visto
que o patégeno causador da resinose tem alta capacidade de sobrevivéncia

no solo e que mudancas na comunidade microbiana podem interferir na sua
populacdo. Para tanto foram coletadas amostras de solo de areas com alta
incidéncia da resinose que receberam os seguintes tratamentos: 1- testemunha
sem tratamento, 2- tiofanato metilico, 3- difenoconazol, 4- tiabendazol. A
técnica dos perfis cromatograficos de acidos graxos de fosfolipidios (PL-
FAME) derivados de microrganismos foi empregada nas amostras para avaliar
mudancas nas ECM estabelecidas no solo sob cada tratamento. Gradientes
significativos foram observados entre as amostras para os marcadores de
acidos graxos tipicos de bactérias gram positivas e actinomicetos, os quais
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predominaram nas amostras sem tratamento com fungicidas, e nos marcadores
tipicos de bactérias gram negativas, fungos micorrizicos e fungos saproéfitas,

os quais predominaram nas amostras de parcelas que receberam aplicacédo de
fungicidas. No entanto, diferencas significativas na ECM néo foram observadas
nas comparacdes entre os tratamentos avaliados, no periodo deste estudo.

Palavras-chave: estrutura microbiana do solo, fungicidas, perfis de acidos
graxos, Thielaviopsis paradoxa.

Introducéo

A resinose do coqueiro (Cocos nucifera L.) tem como agente etiolégico o
fungo Thielaviopsis paradoxa, anamorfo do ascomiceto Ceratocystis paradoxa.
Este fungo apresenta ampla capacidade de sobrevivéncia no solo, mesmo

na auséncia dos restos culturais do hospedeiro, pois produz estruturas de
resisténcia denominadas clamidésporos. Este fungo pode causar infeccéo
através de ferimentos e das fissuras naturais de crescimento do estipe da
planta (NELSON, 2005).

Entre as estratégias de controle da doenca, estd em fase de testes o uso do
controle quimico, entretanto, pouco se conhece sobre o impacto do uso destes
produtos na comunidade microbiana do solo das areas que recebem certa
quantidade destes via deriva ou escorrimento. As andlises de perfis de acidos
graxos sao utilizadas para investigar as respostas da estrutura da comunidade
microbiana a diversos fatores como uso do solo (WALDROP et al., 2000;
CHAER et al., 2009a), sistemas de cultivo (ESPERSCHUTZ et al., 2007),
preparo do solo (CHAER et al., 2009b), adicdo de residuos organicos (WATTS,
2010), xenobiéticos (ZHANG et al., 2010), além de outros.

As populacdes microbianas do solo sofrem acentuada influéncia do ambiente,
podendo os microrganismos ou seus processos serem alterados em funcéao do
manejo empregado. Assim, informacdes sobre as alteracdes na comunidade
microbiana em solos com alta incidéncia da resinose e que receberam
tratamentos com fungicidas podem fornecer subsidios para o manejo do solo
em areas com alta incidéncia de 7. paradoxa.
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O presente trabalho teve como objetivos analisar a estrutura e as possiveis
alteracOes na estrutura da comunidade microbiana do solo de plantio de
coqueiro com alta incidéncia da resinose e submetidas ao tratamento quimico
com fungicidas.

Material e Métodos

As amostras de solo para andlise da estrutura das comunidades microbianas
(ECM) foram coletadas de areas submetidas ao tratamento com fungicidas
tiofanato metilico, difenoconazol, tiabendazol e testemunha sem uso de
fungicidas. Essas areas receberam quatro pulverizacdes com os produtos em
intervalo de 15 dias. As amostras do solo foram coletadas 15 dias apds a
altima pulverizagao.

Para coleta das amostras do solo a camada da serapilheira foi removida e

o solo foi coletado na camada de 0-10 cm de profundidade. Ao redor de
cada planta que recebeu os tratamentos e das plantas nao tratadas, foram
retiradas amostras compostas de quatro subamostras, e ao final totalizaram-
se trés amostras por tratamento. Apds a coleta, o solo foi encaminhado
para o laboratério de Microbiologia da Embrapa Tabuleiros Costeiros para ser
analisado.

Para avaliar mudancas na estrutura da comunidade microbiana foi utilizada a
composicao dos ésteres de metila de acidos graxos derivados de fosfolipidios
(PL-FAMEs, phospholipid fatty acids methyl esters). A metodologia utilizada
(WHITE; RINGELBERG, 1998) foi composta por trés etapas: i) extragdo dos
lipidios totais do solo com uma mistura monoféasica de solventes (cloroférmio:
metanol: tampao fosfato, 1:2:0,8); ii) fracionamento dos lipidios totais em
classes de lipidios neutros, glicolipidios e fosfolipidios, apds eluicdo do extrato
total em coluna de silica com cloroférmio, acetona e metanol, iii) geracédo dos
PL-FAMEs por hidrdlise alcalina branda (KOH 0,2M em metanol, 40°C, 15
min). Os PL-FAMEs foram redissolvidos em volume conhecido de hexano e
transferidos para um frasco “GC” para determinacdo da sua composicao por
cromatografia gasosa (CG-FID). A rampa de temperatura do cromatégrafo
variou de 170 a 280°C, a uma velocidade de 4°C min’'. A identificacdo dos
picos foi baseada no comprimento equivalente das cadeias (FERNANDES,
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2007). PL-FAMEs tipicos de fungos (18:1w9c e 18:2w6c), bactérias gram-
negativas (18:1w7c, 17:0cy, 19:0cy), bactérias gram positivas (i15:0, a15:0,
i16:0, i17:0, a17:0), actinomicetos (10-Me16:0, 10-ME17:0, 10-Me18:0),
fungos arbuscular-micorrizicos (16:1wbc) foram usados como biomarcadores
dessa taxa. O somatdrio dos acidos graxos de fosfolipidios foi utilizado

como estimativa da biomassa microbiana (FERNANDES, 2007). A anélise de
ordenacdo multivariada pela técnica do NMS foi utilizada para os dados de
perfis de PL-FAMEs para representar as distancias entre amostras de solo
quanto a ECM. O procedimento estatistico de MRPP (multiresponse permutation
procedures) foi utilizado para testar a hipétese de diferenca entre a ECM das
amostras sob diferentes tratamentos.

Resultados e Discussao

De acordo com a técnica de ordenacao NMS, uma representacédo bidimensional
foi capaz de representar 93% das variacdes nos perfis de PL-FAMES entre

as amostras de solo (Figura 1). O eixo 1 representou a grande maioria

desta variacédo (78%), sendo as amostras nao tratadas (tratamento 1)
dominantemente posicionadas a direita do gréafico e as tratadas (tratamentos
2, 3 e 4), a esquerda. Gradientes crescentes e significativos nos marcadores
de acidos graxos tipicos de bactérias gram positivas e actinomicetos foram
observados da esquerda para a direita do eixo 1, na direcdo das amostras nao
tratadas, ao passo que os de marcadores tipicos de bactérias gram negativas,
fungos micorrizicos e fungos sapréfitas foram crescentes na direcado oposta,
onde predominaram amostras tratadas com fungicidas. No entanto, de
acordo com o procedimento estatistico de MRPP, para comparacao de médias
multivariadas, ndo houve diferencas significativas ( p > 0,05) na ECM entre
quaisquer tratamentos comparados.
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Figura 1. Representacdo grafica das distancias entre amostras de solo quanto a estrutura
das comunidades microbiana, acessada pela andlise da composicdo dos acidos graxos

de fosfolipidios microbianos (PL_FAMEs) extraidos do solo. A representacdo grafica

foi obtida pela técnica de ordenacdo multivariada non-metric multidimensional scaling
(NMS) e representou 93% da variacao total observada na composicdo de PL-FAMEs das
amostras. Esta variacdo total representada foi partilhada em 78% e 15% entre os eixos 1
e 2, respectivamente. As cruzes representam os centroides da distribuicdo das amostras
sob cada tratamento, de acordo com a composicdo dos PL-FAMEs. TRAT: Tratamentos:

1- Testemunha nédo tratada, 2- Tiofanato metilico, 3- Difenoconazol, 4- Tiabendazol.

Conclusoes

Gradientes significativos foram observados entre as amostras para

os marcadores de acidos graxos tipicos de bactérias gram positivas e
actinomicetos, os quais predominaram nas amostras que nao receberam
fungicidas, e nos marcadores tipicos de bactérias gram negativas, fungos
micorrizicos e fungos saproéfitas, os quais predominaram nas amostras de
parcelas com tratamento com fungicidas. No entanto, diferencas significativas
na ECM néao foram observadas nas comparacdes entre os tratamentos
avaliados, no periodo deste estudo.
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