10087
CNPMA
2000

ISSN 1516-4675

FL-10087

~ Transferéncia de

" supressividade de solos a
Rhizoctonia solani e efeito
de metabolismos volateis

Raquel Ghini

En@a

io Ambiente

Transferéncia de
2000 FL-10087

AR



REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
Presidente: Fernando Henrique Cardoso
Ministro da Agricultura e do Abastecimento: Marcus Vinicius Pratini de Moraes

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa
!
Presidente: Alberto Duque Portugal
Diretores: Dante Daniel Giacomelli Scolari
José Roberto Rodrigues Peres

Elza Angela Battaglia Brito da Cunha
Embrapa Meio Ambiente
Chefe Geral: Bernardo van Raij

Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento: Deise M. Fontana Capalbo

Chefe Adjunto Administrativo: Vander Roberto Bisinoto



-ISSN 1516-4675

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Meio Ambiente

Ministério da Agricultura e do Abastecimento

‘Transferéncia de supressividade de
solos a Rhizoctonia solani e efeito
de metabolismos volateis

Raguel Ghini

Jaguaritna, SP
2000



EMBRAPA MEIO AMBIENTE - Boletim de Pesquisa 08.

Exemplares desta publicagéo podem ser solicitados a:

Embrapa Meio Ambiente . ‘ _
Rodovia SP-340 - km 127,56 - Bairro Tanquinho Velho |
Caixa Postal 89 13820-000 - Jaguaritna, SP

Fone: (19) 867-8700 Fax: (19) 867-8740

~ e-mail: sac@cnpma.embrapa.br

Comité de Publicagbes: Aldemir Chaim, Célia M. M. de S, Silva, Franco
Lucchini, Julio F. _de Queiroz, Magda A. de Lima e Maria Cristina Tordin
Normalizacdo: Maria Amélia de Toledo Leme

Produgao Grafica: Regina L._Si.ewert Rodrigues e Franco Ferreira de Moraes,

Tiragem: 500 exemplares

GHINI, R. Transferéncia de supressividade de solos a Rhizoctonia
solani e efeito de metabolismos volateis. Jaguariina: Embrapa
Meio Ambiente, 2000. 15p. {(Embrapa Meio Ambiente. Boletim

de Pesquisa, 08).

CcDD 632.3

®EMBRAPA MEIO AMBIENTE, 2000 .



SUMARIO

ReSUMO....ciiiiiiiie e e 05
ADSHACL... ..o s 05
INtroducao ......ciivviiiiiii 06
1. Material € métodos .........iovevviiiiiiiiiiciniiianns 07
2. Resultados e discuss&o .......c.ccoveirinniiiiiinnnniinnnnn, 10
3. Referéncias Bibliogféficas ................................. 13

4. Agradecimentos..........................................‘ ..... 15






Transferéncia de supressividade
de solos a Rhizoctonia solani e
efeito de metabolismos volateis

Rague! Ghini?

Resumo

A possibilidade de transferéncia da supressividade a R. sofani GA 4 foi
testada através da mistur'a de um sclo supressivo com um solo conducenté naé
concentragdes de 0; 0,1;0,5; 1; 5; 10 e 100%. O aumento da concentracdo do
solo supressivo resultou nunﬁa reducgdo do crescimento micelial do patégeno. Nao
houve transferéncia da supressividade‘ apods o tratamento biocida do solo
(fumigagao com claroférmio), comprovando o efeito dos microrganismaos na
supressividade. A presén(;a de metabdlitos volateis foi outro mecanismo de

supressividade observado.

. Abstract

Transferability of soil suppressiveness to Rhizoctonia solani and effect of
volatile metabolics.

In order to evaluate the transferability of soil suppressiveness to R. sofani
GA 4, suppressiVe soil was blended with a conducive soil at various concentrations
(0; 0,1; O,S: 1; 5; 10; and 100%). The incréased concentration of suppressive
soil promoted a decrease in mycelial growth of the pathogen. There was no
transference after a biocide treatment of the soil {chloroform fumigation}, due
the ausence of microorganisms. The presence.of volatile metabolics was observed

as another mechanism of suppressiveness,

'Engenheira Agrénoma, Ph.D., Embrapa Meio Ambiente, C.P. 69 CEP: 13820-000 Jaguariina, SP
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Introducao

Em alguns solos, definidos como supressivos por Baker & Cook (1974},
o desenvolvimento de doengas & suprimido, mesmo se o patégeno é introduzido
na presenca do hospedeiro suscetivel. Nesses solos, o patégeno: a) ndo se
estabelece, b) se estabelece, mas ndo produz doenga, ou ¢} se estabelece e
causa doenga por um determinado periodo, porém sofre um declinio com o
tempo. Segundo Rodriguez-K&bana & Calvet (1994), varios exemplos de solos
supress:vos de ocorréncia natural estdo relatados em dlversos tipos de solo e
clima, sendo um fenomeno umversal

A supressividade pode ser resultante de fatores bi6ticos ou abiéticos
do solo, sendo diveréos e complex6$ os meéanismos'envoividos (Horn'by, 1983),
De modo geral a supresswndade esta dlretamente relacionada com a atividade
mlcroblana do solo no periodo critico do mclo do patégeno, por exemplo, durante
a germlnacao de propagulos e crescnmento narizosfera da planta hospedelra
{Rodriguez-Kdbana & Calvet, 1994), Durante esse periodo, o patogeno esta
em competicdo direta com a microbiota ativa do solo, sendo o efeito supressivo
aumentado por a!gung grupos de microrganismos antagbnicos ao patdgeno.
Parte da supressividade pode ser devida‘ a co}npetigéo entre os microrganismos
do s_olo por fontes de carbono, ou ferro, por meio da produgéo de siderdforos.

Um dos mécanismés de fungistase'dos solos supressivos & a liberacao
de compostos voléte:s Segundo Liebman & Epstem (1992}, na maioria das
vezes, tais compostos sdode ongem bioldgica e estao presentes em todos os
solos, em malor ou menor teor.

Os fatores bidticos sao 0s pr|n0|pa|s responséve1s pela supress:wdade

de urn solo. Uma evidéncia disso, segundo Schneider {1982), é o fato dessa
caracterfstica poder ser transferida para solos conducentes {gue ndo apresentam

supressividade}, sendo que o fendmeno ndo ocorre se o solo supressivo sofrer

6



uma esterilizagio. ‘ N

Sendo Rhizoctonia sofani um dos mais importantes fitopatégenos
habitantes do solo, causando sérios prejuizos a diversas culturas, no presente
trabalho, a possibilidade de transferéncia da supressividade a R. sofani foi testada
através da mistura de um solo conducente e um supressiva, em diférentes
concentragdes, com a finalidade de avaliar a importéncia dos microrganismos
do solo na supressividade, Também foi avaliado o efeito de metabdlitos volateis

de diferentes solos na supressividade ao patégeno.

Material e Métodos

O solo supressivo foi obtido em uma mata situada na Microbacia do
Cérrego do Taquara Branca (Sumaré, SP) e o conducente, em cultivo comercial
de tomate, namesma micro'bacia, sendo que a supressividade de ambos foi
avaliada em testes preliminares pelo método do crescimento do patégeno nas’
amostras de solo (Ghini, dados ndo publicados), de forma semelhante ao teste
utilizado no presente trabalho. As principais caracteristicas dos solos estio

apresentadas no Quadro1.



Quadro 1. Caracteristicas dos solos utilizados nos testes de
transferéncia de supressividade & Rhizoctonia solani,

Caracterfsticas Solo supressivo " Solo conducente
Classificagdo Y/ LE1 LV1
pH {4gua) : 6,3 6.0
Mat.orgénica {g/dm?) 20 22
‘P img/dm?) 31,4 12,1
K {mmol /dm?} 3,4 ‘ 1.9

" Ca{mmol_/dm?) 49 30
Mg {mmol /dm3} . 11 . : 9
Al (mmol_/dm?3) 0 0
H (mmol /dm?} 156 31
CTC {mmol_/dm?) 78 72
V (%) 80,9 56,9
S (ppm) 9,2 9,2
Na {ppm) 52,0 27,0
Fe (ppm) 47,6 115,0
Mn (ppm} 95,4 28,9
Cu {ppm) 0,5 24,8
Zn (ppm) 7.8 9.4
B {ppmj} 0.2 0,2

'/ Segundo classificacdo de Menk & Miranda {1997).

A transferéncia da supressividade a R. solani GA 4 foi testada através

da mistura do solo supressivo com o solo conducente, nas concentracdes de O;
0,1;0,5;1,0;5,0e 10,0%. Também foi testada o efeito da fumigacio com
cloroférmio das misturas de solo, com a finalidade de verificar se, com a

eliminagdo da populagio microbiana, ocorre a transferéncia da supressividade,

A fumigagdo foi realizada conforme o método utilizado por Brookes

et al. {(1982) para eliminagao da microbiota do sola. O método consiste em
acondicionando-se as misturas de solo, contidas em recipientes de vidro, em
dessecadores (30cm de didmetro), cujas paredes internas foram forradas com
papel de filtro umedecido. Cada dessecador recebeu um Becker {50mL) contendo
cloroférmio isento de etanol (20mL) e pérolas de vidro (3mm de didmetro). A

aplicacdo de vacuo (52cm Hg) foi realizada para volatilizagdo do cloroférmio,
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sendo que o dessecador permaneceu fechado por 72 horas. Depois da
fumigagio, os dessecadores permaneceram abertos por, aproximadamente, 2
horas, para a completa evaporagéo do cloroférmio.

Uma camada de solo, fumigado ou ndo, com a umidade corrigida
para 70% da capacidade de campo, foi colocada nas placas de Petri {15cm de
diametro; 50g/placa) e, a seguir, verteu-se uma fina camada de agar-agua
sobre o solo. Discos contendo micélio de R. solani em pleno desenvolvimento
{7mm de diametro) foram transferidos para o centro das placas, em 3
repeticdes, e a incubacao foi realizada a 25 +2°C, no escuro. A testemunha foi
constituida pelo crescimento do fungo em placas de Petri contendo dgar-agua.

Diariamente, com auxflio de microscépio estereoscopico, a avaliagao
foi realizada através da determinagéc de dois didmetros perpendiculares das
coldnias de R. sofani, nas placas de Petri contendo as misturas de solo, fumigados
ou ndo com clorofdrmio.

Para a avaliagdo do efeito de metabdlitos volateis na supressividade,
o método utilizado foi uma adaptagéo‘do descrito por Hora & Baker (1972).
Para tanto, o patdgeno foi multiplicado e-m'meio de cultura liquido, contendo
extrato de levedura (0,1 %} e cloranfenicol {250)Lg/mL}, sob agitag@o constante
de 180rpm, a 28°C. Apds duas semanas de incubag:‘éo, o inéculo foi
homogeneizado com auxllio de um “mixer”, filtrado em gaze e uma gota de
20UL foi transferida para fundos de placas de Petri (Scm de didmetro), contendo
meio de cultura 4gar-dgua acrescido de 250ltg/mL de cloranfenicol. Os
conjuntos, constituidos por tais plaéas de Petri sem tampas e contendo inéculo
do patégeno, foram cobertos por telas de nylon, fixadas com elasticos. A seguir,
foram enterrados na profundidade de 10 c¢m, na posigao vertical, em 3
repeticdes, em vasos contendo solos de mata, de tomate, de cana-de-aglcar e
de pasto, obtidos na mesma microbacia. Um vaso sem sola recebeu os conjuntos

e foi mantido nas mesmas condigdes, como testemunha. A umidade dos solos
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foi corrigida para a capacidade de campo e os vasos foram envolvidos por
sacos plasticos. A avaliagao foi realizada através do didmetro das coldnias do

patégeno.

Resultados e Discussio

No teste para avahac;ao da possibilidade de transferenma da
supressxwdade, foi observada uma redugao no crescimento do patégeno quando
0 solo supressivo néo furrgngado foi misturado ae solo conducente {Figura 1),
isto é, h_ouve transferéncia d"?‘. supressividade. A redugao, de modo geral, ndo
ocorreu qﬁando foi usado; o solo fumigado, demonstrando a importancia da
microbiota na supressivifjade de solos a R. solani. Hduve uma 7 reducado
significativa no crescimentb do patégeno somente com 100% de solo fumigado,
que pode ser atribuida a fat;:res_ abidticos que contribuem para a supressividade.
Porém, o didmetro da colénia com 100% de solo supressivo fumigado foi maior
doqueo observado com sclo ndo fumigado. O métado de fumigagdo, usado
por Brookes et al. (1 982) péra determinacéo da biomassa P do solo, se mostrou
eficiente para o teste de transferéncia de supressividade, ndo interferindo com
a p(eseh(;a de residuos que pudessem inibir o crescimento do patégeno.

'Utilizando um indice de conducividade que reflete a habilidade de .
solani crescer e causar tombamento de plantulas, Witejunga & Baker (1979)
também verificaram que com o aumento da conce_ntragéo de solo conducente
em mistura com solo supressivo, ocorreu um aumento do indice, isto €, houve

uma reducgdo da supressividade.
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Figura 1. Transferéncia de supressividade a Rhizoctonia solani por meio da mistura
de sclo supressivo e conducente, com ou sem a fumigagdo da mistura de
sblos, avaliada pelo crescimento micelial do fungo em placa de Petri..

Como no presente trabalho, Nelson & Hoitink {1 983) observaram
que a supressividade a R, sofani foi eliminada de substratos por meio de
tratamento térmico e radiacio gama. Além disso, a adicdo de pequenas
quantidades de matéria orgénica supressiva ao substrato conducente
desinfestado, conferiu supressividade ao material. A quantidade de matéria
orgénica supressiva foi pequena o suficiente {10%) para sugerir que os
microrganismos responséveis pela supressividade se multiplicaram no solo
conducente.

No Brasil, Rodrigues et al. {1996) observaram supressividade natural
a R. solani em alguns solos sob vegetacio de cerrado e verificaram correlagao

da supressividade com o caréter dlico, associado a textura argilosa dos solos.
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Além desses fatores, Pozzer & Cardoso (1990) e Michereff et al. (1996)
relacionaram a supressividade a R. se/ani 3 comunidade microbiana presente
nos solos. Da mesma forma, utilizando amostras de solo da microbacia do
Cérrego do Taquara Branca, Ghini et al. (1998) encontraram alta correlagéo
entre a supressividade a R. sofanie a atividade microbiana do solo, avaliada
pela hidrélise de diacetato de fluoresceina {FDA}. Os resultados obtidos no
presente trabalho também evidenciam a importancia dos microrganismas do
solo na supressividade. .

" No teste para a avaliago do éfeito de metabdlitos volateis na
supres'sividade, houve uma redugio significativa no crescimento do patégeno
nos solos de méta e pasto em refagdo A testemunha (sem solo), evidenciando
que também esse mecanismo est4 associado & supressividade a A. solani
{Quadro 2}.

A identidade dos metabdlitos voléteis ainda é desconhecida. Segundo
Liebman & Epstein (1992), alguns trabalhos foram realizados tentando relacionar
o fendmeno com compostos altamente volateis de baixo peso molecular. O
etileno foi proposto como responsavel pela fungistase de solos, mas outros
trabalhos rejeitaram essa hipétese, assim como a acetona e o formaldeido
também foram rejeitados coma causadores de fungistase em solos em condigdes
naturais (Pavlica et al., 1978). Ko et al. (1974) identificaram a am&nia como
sendo a substancia volatil responsavel pela fungistase em solos alcalincs. A
elucidagdo de tais mecanismos pode trazer grandes contribuicbes ao controle

da doenca.
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Quadro 2. Efeito de metabélitos volateis de solos provenientes de
diversas culturas na supressividade & Rhizoctonia solani,
avaliado pelo crescimento mlcehal do fungo em placas

de Petri.
Tratamento Di&metro da ¢olénia {cm)
mata 1,13 b
pasto 1',20 b
cana-de-aglcar 2,28 ab
tomate 2,68 a
testemunha 2,17 ab

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si (Tukey 1%).
CV. = 29,612 %
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