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RESUMO GERAL

O fungo Rhizoctonia spp. € um importante fitopatdgeno habitante do solo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficacia de iscas para quantificacdo da atividade saprofitica de
Rhizoctonia no solo e determinar a relacdo entre atividade saprofitica e atividade patogénica,
visando ajustar uma equacao de risco de atividade patogénica em areas destinadas ao plantio
de feijdo-caupi e feijdo-comum. Na avaliacdo das iscas, solos de trés localidades foram
acondicionados em bandejas e infestados com um isolado de R. solani (50 mg de substrato
colonizado kg™ solo). Apds sete dias, amostras dos solos foram transferidas para caixas
gerbox e semeadas seis iscas: sementes de beterraba, feijdo-caupi, milho e sorgo, segmentos
de talos de feijao-caupi e segmentos de palito de dente. Apos 48 h a 25 °C, as iscas foram
transferidas para 0 meio de Ko & Hora modificado. A isca de palito de dente de madeira
propiciou a detec¢do dos maiores niveis de atividade saprofitica em todos os solos. A isca de
palito de dente foi avaliada em relacdo a oito isolados e seis densidades de inoculo de R.
solani, demonstrando elevada eficacia em todas as situacGes. Na analise da relacdo entre as
atividades saprofitica e patogénica, foram utilizados 12 solos coletados em areas destinadas ao
cultivo de feijao-caupi e feijdo-comum. A atividade saprofitica foi avaliada com iscas de
palito de dente e a atividade patogénica foi avaliada pela distribuicdo dos solos em bandejas,
plantio de sementes de feijdo-caupi e avaliacdo da severidade da rizoctoniose. Houve
correlacdo positiva (r = 0,7698) significativa (P<0,05) entre as atividades saprofitica (ATS) e
patogénica (ATP). A equacdo de regressdo ATP=1/(0,5822-0,0056 ATS) foi estimada com
elevada precisdo (R? = 0,9930; P<0,05), indicando que o risco de atividade patogénica de
Rhizoctonia nos solos destinados ao cultivo de feijao-caupi e feijdo-comum pode ser estimado

a partir da andlise da atividade saprofitica.

Palavras-chaves: fungo habitante do solo, colonizacdo saprofitica, isca de palito de dente,

patogenicidade, analise de risco de doenca de planta.



GENERAL ABSTRACT

The fungi Rhizoctonia spp. is an important soilborne plant pathogen. The objective of
this study was to evaluate the effectiveness of baits to quantify the saprophytic activity of
Rhizoctonia in soil and determine the relationship between saprophytic and pathogenic
activities in order to fit an equation of pathogenic activity risk in soils for cowpea and
common bean planting. In the evaluation of baits, soils from three locations were packed in
trays and infested with an isolate of R. solani (50 mg colonized substrate kg™ soil). After
seven days, soil samples were transferred to gerboxes and sown six baits: beet, cowpea, maize
and sorghum seeds, cowpea segment stalks and toothpick segments. After 48 h at 25 ° C, the
baits were transferred to the Ko & Hora modified medium. The wood toothpick bait led to the
detection of higher levels of saprophytic activity in all soils. The bait toothpick was evaluated
against eight isolates and six inoculum densities of R. solani, demonstrating highly effective
in all situations. In the analysis of the relationship between saprophytic and pathogenic
activities, were used 12 soils collected in areas for cowpea and common bean planting. The
saprophytic activity was evaluated using toothpick baits and the pathogenic activity was
assessed by the distribution of soils in trays, planting of cowpea seeds and assessment of
Rhizoctonia canker severity. There was a significant (P<0.05) positive correlation (r = 0.7698)
between the saprophytic (ATS) and pathogenic (ATP) activities. The regression equation ATP
= 1/ (0.5822 to 0.0056 ATS) was estimated with high precision (R? = 0.9930, P<0.05),
indicating that the risk of pathogenic activity of Rhizoctonia in soils for cowpea and common

bean planting can be estimated from the analysis of saprophytic activity.

Keywords: soilborne fungi, saprophytic colonization, toothpick bait, pathogenicity, plant

disease risk analysis.
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COMPARACAO DE ISCAS PARA QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE
SAPROFI'TI~CA DE RHIZOCTONIA SPP. NO SOLO E
RELACAO COM ATIVIDADE PATOGENICA

INTRODUCAO GERAL

O fungo do género Rhizoctonia foi primeiramente descrito por DeCandolle, em 1815,
tendo como espécie tipo Rhizoctonia crocorum (Pers.). No entanto, o representante mais
significativo da espécie, Rhizoctonia solani, foi descrita por Kihn em 1858 (SNEH;
BURPEE; OGOSHI, 1991).

O género Rhizoctonia tem como caracteristicas: ramificacdo observada proximo ao
septo distal em hifas jovens; presenca de um septo na ramificacdo da hifa proximo ao seu
ponto de origem; presenca de septos do tipo doliporo; ramificacbes de hifas que séo
concéntricas em sua extremidade basal; auséncia de grampos de conexdo; auséncia de
conidios; tecido esclerocial ndo diferenciado em membrana, cortex e medula e auséncia de
rizomorfos (MORDUE, 1974; PARMETER; WHITNEY, 1970; SNEH; BURPEE; OGOSHI,
1991). Os teleomorfos de Rhizoctonia pertencem a subdivisdo Basidiomycota, classe
Hymenomycetes. Os principais teleomorfos de Rhizoctonia sdo Thanatephorus Donk.,
Ceratobasidium Rogers, Waitea Warcup & Talbot e Tulasnella Schroter. Entre as espécies
multinucleadas, Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk. é o teleomorfo de R. solani,
enquanto Waitea circinata Warcup & Talbot € o teleomorfo de R. zeae e R. oryzae. Entre as
espécies binucleadas, R. repens e R. oryzae-sativae, associam-se a varias espécies de
Ceratobasidium como: C. cornigerum (Bourdot) D.P. Rogers, C. gramineum (lkata & T.
Matsuura) Oniki et al. e C. oryzae-sativae P.S. Gunnell & R.K. Webster, ou ainda, a
Tulasnella (CARLING; SUMNER, 1992; GONZALEZ-GARCIA; ONCO; SUSAN, 2006;
OGOSHI, 1987; SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991).

O género Rhizoctonia é formado por grupos de individuos relacionados, mas
geneticamente isolados, 0s quais sdo agrupados com base nas suas caracteristicas
morfologicas, patoldgicas, fisiologicas, moleculares e em uma reacdo de compatibilidade
vegetativa, baseada na anastomose de hifas ou incompatibilidade somatica entre os individuos
de grupos distintos (AGARWAL, 2010; GONZALEZ-GARCIA; ONCO; SUSAN, 2006;
OGOSHI, 1987; OGOSHI, 1996).

O conceito de grupo de anastomose (AG) é essencial para o género Rhizoctonia, pois

representa um grupo de isolados relacionados capazes de auto reconhecimento através da
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fusdo das hifas (anastomose) (OGOSHI, 1987). A afinidade para a anastomose das hifas tem
sido utilizada para caracterizar isolados de R. solani, R. zeae, R. oryzae, R. repens e espécies
binucleadas com Ceratobasidium como teleomorfo (AGARWAL, 2010; CARLING, 1996;
SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991; YANG; LI, 2012).

Até o momento, sdo reconhecidos 14 grupos de anastomose em R. solani,
denominados AG-1 a AG-13, e AG-BI que realiza anastomose com dois ou mais grupos
(AGARWAL, 2010; GONZALEZ-GARCIA; ONCO; SUSAN, 2006; LUBECK, 2004;
SHARON et al., 2006, 2008; YANG; LI, 2012). Alguns autores consideram o AG-BIl como
parte do AG-2 (CARLING, 1996; CARLING; KUNINAGA; BRAINARD, 2002).

Além de AG, o conceito de grupos intraespecificos (ISG) baseado em evidéncias de
reacdo de anastomose, propriedades morfoldgicas, de viruléncia, gamas de hospedeiros,
requerimentos nutricionais, caracteristicas sorologicas e moleculares, permitiu a diferenciacéo
de ISGs dentro dos AGs de R. solani (CARLING, 1996; OGOSHI, 1987; SNEH; BURPEE;
OGOSHI, 1991; OGOSHI, 1996). Atualmente, para R. solani séo relatados seis ISGs dentro
do AG-1, oito dentro do AG-2, dois dentro de AG-3, trés dentro do AG-4 e cinco dentro de
AG-6 (GODOY-LUTZ et al., 2008; SHARON et al., 2006, 2008; YANG,; LI, 2012).

O fungo R. solani é cosmopolita, pois se encontra distribuido na maioria dos solos
agricolas do mundo, e tem sido isolado de solos virgens (MORDUE, 1974). A gama de
hospedeiros é constituida de mais de 500 espécies de plantas, causando importantes doencas
na maioria das plantas cultivadas em todo o mundo (AGARWAL, 2010; OGOSHI, 1996;
YANG; LI, 2012). Como tipico habitante do solo, R. solani comumente causa doengas nas
raizes. No entanto, sob certas condi¢des, como alta umidade relativa do ar, ataca partes aéreas
de plantas. A infeccdo nos diversos hospedeiros ou 6rgdos pode resultar em diferentes
sintomas como podrid@es e cancros de caules e raizes, tombamentos de pré e pds-emergéncia,
queima e morte de plantas, podridées em tubérculos, degeneracao de frutos e grdos, além de
manchas e queima das folhas e brotos, na parte aérea (AGARWAL, 2010; BAKER, 1970;
OGOSHI, 1987).

Os propagulos de Rhizoctonia sobrevivem no solo por longos periodos na auséncia de
hospedeiros e condicBes favoraveis, na forma de hifas com paredes espessas associadas com
restos culturais e outros detritos organicos, e na forma de esclerdcios, principalmente na
camada superficial do solo (SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991; VAN BRUGGEN;
ARNESON, 1986). As especializacdes no modo de sobrevivéncia dos fungos fitopatogénicos
habitantes do solo apresentam vantagens e desvantagens importantes. A auséncia de
especificidade de hospedeiro propicia a distribuicdo por muitas areas, e a sobrevivéncia em
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substrato morto representa uma estratégia evolutiva (GARRET, 1970). Essa estratégia de
sobrevivéncia é denominada de colonizagdo saprofitica (GARRET, 1970; OTTEN;
GILLIGAN, 1998; YULIANTI; SIVASITHAMPARAM; TURNER, 2007). A habilidade
saprofitica do fungo nao depende apenas da taxa de crescimento, mas também da producéo de
antibidticos, toxinas ou enzimas, e outros micro determinantes do ecossistema do solo, como
fatores biodticos e abidticos (GARRET, 1970; PAPAVIZAS et al.,, 1975; YULIANTI,
SIVASITHAMPARAM; TURNER, 2007). Desta forma, podemos considerar a habilidade
saprofitica como um somatorio de caracteristicas fisioldgicas que contribuem para o sucesso
da colonizagdo. A disponibilidade de nutrientes e 0s niveis de matéria organica disponiveis no
solo afetam a colonizagdo saprofitica e consequentemente o potencial de in6culo do patégeno
(CHUNG et al., 1988; YULIANTI; SIVASITHAMPARAM; TURNER, 2007).

A medida que a matéria organica diminui ocorre a reducdo da atividade saprofitica,
como observado em mudas de eucalipto (Eucalyptus spp.) (SANFUENTES et al., 2007) e na
incorporacédo de adubos verde seguido do plantio de colza (Brassica napus L.) (YULIANTI;
SIVASITHAMPARAM; TURNER, 2006), sugerindo a rapida absorcdo dos nutrientes e
intenso saprofitismo na fase inicial de colonizacdo. (PAPAVIZAS, 1970). Além da auséncia
de matéria organica interferindo na sobrevivéncia do in6culo com o passar do tempo de
incubacdo, a habilidade de decomposicdo da celulose é outro importante mecanismo
responsavel pelo desenvolvimento da colonizacdo saprofitica de R. solani (PAPAVIZAS,
1970).

A atividade de R. solani geralmente esta confinada aos 10 cm da camada superficial
do solo, aparentemente, ndo tendo a capacidade de colonizar residuos de plantas abaixo de 20-
25 cm (PAPAVIZAS et al., 1975). Os propagulos sdo freglientemente agregados no solo,
como resultado da colonizacdo saprofitica ou patogénica das plantas e restos de matéria
organica fresca (OTTEN; GILLIGAN, 1998).

Isolados de R. solani podem diferir na habilidade saprofitica, 0 que pode determinar
diferencas na capacidade de colonizacdo de substratos (BLAIR, 1943; PAPAVIZAS, 1970;
PAPAVIZAS; DAVEY, 1962; OGOSHI, 1987; SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991). Em
geral, na natureza, a fase saprofitica de R. solani é seguida de uma fase patogénica
(YULIANTI; SIVASITHAMPARAM; TURNER, 2007), mas estudos demonstraram que 0
elevado potencial saprofitico de R. solani ndo se encontra, necessariamente, relacionado a
capacidade patogénica (TRUTER, 2005).

A disseminacdo de R. solani em novas areas de cultivo pode ocorrer pelo movimento

de tecidos colonizados do hospedeiro, solos infestados, detritos colonizados carreados pela
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agua de irrigacdo, vento, animais ou sementes (ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990;
BAKER; MARTINSON, 1970).

O controle da rizoctoniose é muito dificil, pois o patdgeno possui elevada
agressividade, combinada com grande habilidade de competicdo saprofitica, capacidade de
sobrevivéncia no solo na auséncia da planta hospedeira, transmissibilidade pelas sementes e
ampla gama de hospedeiros (AGARWAL, 2010; CUBETA,; VILGALYS, 2000; LEACH,;
GARBER, 1970; OGOSHI, 1987). Ndo existem cultivares/variedades comerciais de plantas
cultivadas com niveis aceitaveis de resisténcia a rizoctoniose, a rotacdo de culturas é pouco
eficiente e o controle quimico € ineficiente, invidvel economicamente e de elevado impacto
ambiental (AGARWAL, 2010). Diante disso, para evitar a doenga, os agricultores abandonam
as areas infestadas, gerando grandes perdas econdmicas devido a desvalorizacdo das areas
abandonadas (MICHEREFF et al., 2005).

Com o crescente interesse no manejo integrado da rizoctoniose, a escolha do local de
plantio tem sido relatada como importante op¢do de controle, tanto para escapar do patdégeno
quanto das condicGes predisponentes a ocorréncia de epidemias. Por ser o solo um sistema
dindmico, compreendendo uma vasta e diversificada comunidade de organismos, a estimativa
da presenca ou da densidade de indculo de patdgenos no solo pode determinar os riscos de
infeccéo das plantas (DIJST et al., 1997; TU, 1987).

A quantificacdo do indculo de patégenos radiculares em amostras de solo representa
um grande desafio para a realizacdo de pesquisas envolvendo fitopatdgenos habitantes do solo
(DAVET; ROUXEL, 2000; HORNBY, 1998; MILLER, 1996).

A mensuracao da densidade de inoculo necessaria para entender a presenca e dispersdo
de patégenos no solo tem sido seguida pela mensuracdo de duas atividades bioldgicas:
atividade saprofitica e atividade patogénica. Os esforcos para quantificar e modelar as
relacBes entre indculo e doenca tem propiciado a consolidacdo de varios conceitos e definido
variaveis mensuraveis, como capacidade saprofitica, densidade de indculo, potencial de
inoculo e doenca. Essas bases auxiliam no desenvolvimento de estudos epidemioldgicos que
permitem a previsao de doencas radiculares (BENSON, 1994; BOUHOT 1979).

Frequentemente, grande parte dos custos e do tempo gasto em pesquisas com
patdgenos radiculares é utilizada para analisar o in6culo do solo, motivo pelo qual, o emprego
adequado de técnicas e a melhoria nos métodos de quantificacdo podem reduzir os gastos e
aumentar a precisdo dos ensaios (BENSON, 1994).

Para estimar as populagdes de R. solani no solo podem ser distinguidas trés categorias:
(a) capacidade saprofitica competitiva, (b) densidade de in6culo, e (c) potencial de indculo. Para
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isolar os propagulos vidveis que ocorrem no solo de uma &rea especifica, técnicas
representativas de todas as trés categorias devem ser usadas (TRUTER, 2005).

A capacidade saprofitica competitiva ou atividade saprofitica de R. solani no solo tem
sido estimada com sucesso pelos métodos do tubo de imersdo (MARTINSON, 1963;
PAPAVIZAS; DAVEY, 1962), fracionamento do solo e plagueamento de particulas organicas
(BOOSALIS; SCHAREN, 1959; TRUJILLO et al, 1987; VINCELLI; BEAUPRE, 1989;
WEINHOLD, 1977) e iscas de segmentos de tecidos de plantas ou sementes (EL-KHADEM,;
ZAHRAN; EL-KAZZAZ, 1979; HUANG; KUHLMAN, 1989; MATSUMOTO, 2003;
PAPAVIZAS; DAVEY, 1959; PAPAVIZAS; DAVEY, 1962; SANFORD, 1952;
SANFUENTES et al., 2002, 2007; SNEH et al. 1966).

A densidade de indculo pode ser determinada pelo fracionamento do solo e
plagueamento de peletes (HENIS et al., 1978) e pelo plagueamento direto da suspensdo do
solo (KO; HORA 1971; WEINHOLD, 1977). Propagulos de R. solani sdo normalmente
recuperados a partir do solo em ndmeros relativamente baixos (0,1-10 propagulos g de solo™)
(CLARK; SASSER; BARKER, 1978; HENIS et al., 1978; KO; HORA, 1971; PAULITZ,
SCHROEDER, 2005; WEINHOLD, 1977).

Uma das grandes limitacBes dos métodos baseados na atividade saprofitica e na
densidade de in6culo é que esses métodos ndo permitem a distin¢do entre isolados patogénicos
e ndo patogénicos de Rhizoctonia no solo, uma vez que sdo morfologicamente indistinguiveis
(PAPAVIZAS; DAVEY, 1962; PAPAVIZAS, 1970; SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991).

O potencial de indculo ¢ uma medida da capacidade de um organismo habitante do
solo para causar doenca em um hospedeiro susceptivel, resultante de quatro componentes: (1)
densidade de indculo; (2) energia exdgena e enddgena dos propagulos por unidade; (3)
viruléncia dos propagulos; (4) fatores ambientais, bidticos e abioticos, determinantes da
atividade do in6culo (LOCKWOOD, 1988). Estudos e técnicas de mensuracdo do potencial de
indculo de R. solani no solo em campo tém na realidade estimada apenas a popula¢do do fungo
no solo, que compreende isolados saproéfitas e patogénicos. Para mensurar o verdadeiro
potencial de indculo de R. solani em uma amostra de solo, é preciso verificar se os isolados do
fungo na amostra sdo patogénicos (TRUTER, 2005). Isto é obtido pelo método do bioensaio
com plantas indicadoras, no qual é efetuado o plantio de plantas hospedeiras suscetiveis nas
amostras de solo e posteriormente estimada a intensidade da doenca (BAKER, 1970;
BOUHOT, 1979; CARLING; SUMNER, 1992; DAVEY; PAPAVIZAS, 1962; MENZIES,
1963; MILLER, 1996; SINCLAIR, 1970; SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991; SNEH et al,

1966). O método do bioensaio com plantas indicadoras descreve o efeito integrado do
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hospedeiro, do patdgeno e das condigdes em que o mesmo foi realizado. Anélises estatisticas
podem ser aplicadas para ajustar os dados de intensidade de doenca nas plantas e propiciar
estimativas da densidade de indculo (HORNBY, 1998). Uma estratégia importante na
utilizacdo do bioensaio com plantas para quantificacdo do potencial do in6culo de Rhizoctonia
no solo é associa-lo a um método baseado na atividade saprofitica, como a utilizacdo de iscas
(BOUHOT, 1979).

A maioria dos métodos baseados na atividade saprofitica e na densidade do inoculo é
eficaz na deteccdo e quantificacdo de R. solani no solo, mas exigem trabalho intensivo,
motivo pelo qual outras alternativas tém sido estudadas, com destaque para métodos
bioquimicos, soroldgicos e moleculares (AGARWAL, 2010; BOUNOU et al., 1999; BUDGE
et al., 2009; EDEL-HERMANN et al., 2009; LEES et al., 2002; MACDONALD; STITES;
KABASHIMA, 1990; MATSUMOTO, 2003; NEATE; SCHNEIDER, 1996; OKUBARA,
SCHROEDER; PAULITZ, 2008; THRONTON; DEWEY; GILLIGAN, 1993; TRUTER,
2005; WEERASENA et al., 2004). As técnicas moleculares tém as vantagens que o grau de
especificidade pode ser escolhido, as técnicas podem ser rapidas e podem detectar AGs
especificos e subgrupos (ISGs) de forma mais precisa que 0s métodos bioguimicos,
sorologicos ou convencionais (BUDGE et al., 2009; NEATE; SCHNEIDER, 1996;
OKUBARA; SCHROEDER; PAULITZ, 2008).

Avancos na compreensdao das doencas radiculares dependem da quantificagdo do
inoculo no solo. Métodos tradicionais que envolvem meios seletivos e semi-seletivos, assim
como iscas e bioensaios, continuardo sendo importantes no futuro, mas o desenvolvimento de
técnicas soroldgicas e moleculares para quantificar o indculo pode melhorar a precisao das
estimativas e ao mesmo tempo reduzir o custo da amostragem. Para todos os métodos, o custo
e 0s padrdes rigorosos de amostragem sao requeridos e todos os métodos necessitam de uma
avaliacdo cuidadosa para estabelecer a relevancia dos resultados para o campo e os limiares
dos niveis de inéculo (MICHEREFF; ANDRADE; PERUCH, 2005).

O método de iscas, como depende da habilidade de competicdo saprofitica do
organismo alvo, € muito apropriado para deteccdo de Rhizoctonia no solo (AGARWAL,
2010; BOUHOT 1979; CARLING; SUMNER, 1992; GARRETT, 1970; PAPAVIZAS, 1970;
PAPAVIZAS; DAVEY 1961; SANFUENTES et al., 2002). Iscas de tecidos de plantas e
sementes tém sido utilizadas com sucesso em estudos epidemiologicos (PAPAVIZAS et al.,
1975; SANFUENTES et al., 2007), populacionais (MATSUMOTO, 2003; SANFUENTES et
al., 2002; SANFUENTES et al., 2007; SCHISLER; NEATE; MASUHARA, 1994;
VILLAJUAN-ABGONA et al., 1996) e na avaliagcdo de métodos para supressdo da atividade
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desse fungo no solo (EL-KHADEM; ZAHRAN; EL-KAZZAZ, 1979; LEWIS; PAPAVIZAS,
1985; LEWIS; PAPAVIZAS, 1987; LEWIS; LUMSDEN; LOCKE, 1996; LEWIS; LARKIN;
ROGERS, 1998; NEUBAUER; AVIZOHAR-HERSHENSON, 1973; YULIANTI;
SIVASITHAMPARAM; TURNER, 2006, 2007).

Muitos tipos de iscas ja foram utilizados para deteccdo e quantificacdo da atividade
saprofitica de Rhizoctonia no solo, incluindo segmentos de caule de amendoim (Arachis
hypogaea L.), alfafa (Medicago sativa L.), algoddo (Gossypium hirsutum L.), arroz (Oryza
sativa L.), aveia (Avena sativa L.), batata (Solanum tuberosum L.), centeio (Secale cereale M.
Bieb.), cevada (Hordeum vulgare L.), Chocorus olirotius L., eucalipto, Fagopyrum
esculentum Moench., Juncus effusus L., feijdo-caupi, feijdo-comum, feijdo-lima (Phaseolus
limensis Macfad.), pepino (Cucumis sativus L.), pinus (Pinus elliottii var. elliottii Engelm.),
soja [Glycine max (L.) Merril], tomate (Lycopersicon esculentum L.), tremoco (Lupinus
spp.), trigo (Triticum aestivum L.), parénquimas de cenoura (Daucus carota L.) e batata, e
sementes de algoddo, aveia, beterraba (Beta vulgaris L.), centeio, cevada, feijdo-comum,
milho (Zea mays L.) e sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] (CARLING; SUMNER, 1992;
DHINGRA,; SINCLAIR, 1995; HUANG; KUHLMAN, 1989; LUZ, 2010; MATSUMOTO,
2003; NEATE; SCHNEIDER, 1996; PAPAVIZAS, 1970; PAPAVIZAS; DAVEY, 1962;
SINCLAIR, 1970; SANFUENTES et al., 2002; SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991). Além
destas, iscas de palito de dente de madeira tém sido utilizadas com sucesso na quantificacédo
de R. solani em solos cultivados com cereais (BABIKER et al., 2011; PAULITZ;
SCHROEDER, 2005; SCHROEDER; PAULITZ, 2008) e colza (YULLIANTI;
SIVASITHAMPARAM; TURNER, 2006).

A analise prévia ao plantio dos riscos de infeccdo por determinado patdgeno radicular
€ uma estratégia fundamental para o manejo de doencas radiculares (MICHEREFF;
PERUCH; ANDRADE, 2005). Para fungos parasitas ndo especializados, como Rhizoctonia, é
freqliente uma elevada correlacéo entre severidade da doenca e atividade saprofitica no solo,
motivo pelo qual a atividade saprofitica pode servir como indicadora de riscos de epidemia de
rizoctoniose (GEYPENS, 1974; SNEH et al., 1966). Nesse contexto, 0 método de iscas, além
de ter custo muito baixo para execucdo, quando associado ao método do bioensaio com
plantas indicadoras tem grande potencial como sistema de anélise de risco de doencas
radiculares baseado no indculo inicial do patégeno (TU, 1987).

Até o momento, inexiste um sistema de analise de risco de atividade patogénica de
Rhizoctonia adaptado as condic@es brasileiras, considerada estratégia de manejo de doencas
de alta sustentabilidade. Nesse contexto, a presente dissertacdo teve como objetivos: a) avaliar
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a eficacia de iscas para quantificacdo da atividade saprofitica de Rhizoctonia no solo; e b)
determinar a relacdo entre atividade saprofitica e atividade patogénica, visando ajustar uma
equacdo de risco de atividade patogénica em areas destinadas ao plantio de feijdo-caupi e

feijdo-comum.
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RESUMO. O fungo Rhizoctonia spp. € um importante fitopatdgeno habitante do solo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de iscas para quantificacdo da atividade
saprofitica de Rhizoctonia no solo e determinar a relacdo entre atividade saprofitica e
atividade patogénica, visando ajustar uma equacao de risco de atividade patogénica em areas
destinadas ao plantio de feijao-caupi e feijdo-comum. Na avaliagdo das iscas, solos de trés
localidades foram acondicionados em bandejas e infestados com um isolado de R. solani (50
mg de substrato colonizado kg™ solo). Apés sete dias, amostras dos solos foram transferidas
para caixas gerbox e semeadas seis iscas: sementes de beterraba, feijao-caupi, milho e sorgo,
segmentos de talos de feijdo-caupi e segmentos de palito de dente. Apds 48 h a 25 °C, as iscas
foram transferidas para 0 meio de Ko & Hora modificado. A isca de palito de dente de
madeira propiciou a detec¢cdo dos maiores niveis de atividade saprofitica em todos os solos. A
isca de palito de dente foi avaliada em relacédo a oito isolados e seis densidades de inoculo de
R. solani, demonstrando elevada eficacia em todas as situacdes. Na analise da relacdo entre as
atividades saprofitica e patogénica, foram utilizados 12 solos coletados em areas destinadas
ao cultivo de feijao-caupi e feijdo-comum. A atividade saprofitica foi avaliada com iscas de
palito de dente e a atividade patogénica foi avaliada pela distribui¢cdo dos solos em bandejas,
plantio de sementes de feijdo-caupi e avaliacdo da severidade da rizoctoniose. Houve
correlacdo positiva (r = 0,7698) significativa (P<0,05) entre as atividades saprofitica (ATS) e
patogénica (ATP). A equacdo de regressdo ATP=1/(0,5822-0,0056 ATS) foi estimada com
elevada precisdo (R? = 0,9930; P<0,05), indicando que o risco de atividade patogénica de
Rhizoctonia nos solos destinados ao cultivo de feijéo-caupi e feijado-comum pode ser estimado

a partir da analise da atividade saprofitica.
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ABSTRACT. Comparison of baits for quantification of saprophytic activity of
Rhizoctonia spp. in soil and relationship with pathogenic activity. The fungi Rhizoctonia
spp. is an important soilborne plant pathogen. The objective of this study was to evaluate the
effectiveness of baits to quantify the saprophytic activity of Rhizoctonia in soil and determine
the relationship between saprophytic and pathogenic activities in order to fit an equation of
pathogenic activity risk in soils for cowpea and common bean planting. In the evaluation of
baits, soils from three locations were packed in trays and infested with an isolate of R. solani
(50 mg colonized substrate kg™ soil). After seven days, soil samples were transferred to
gerboxes and sown six baits: beet, cowpea, maize and sorghum seeds, cowpea segment stalks
and toothpick segments. After 48 h at 25 °C, the baits were transferred to the Ko & Hora
modified medium. The wood toothpick bait led to the detection of higher levels of
saprophytic activity in all soils. The bait toothpick was evaluated against eight isolates and six
inoculum densities of R. solani, demonstrating highly effective in all situations. In the
analysis of the relationship between saprophytic and pathogenic activities, were used 12 soils
collected in areas for cowpea and common bean planting. The saprophytic activity was
evaluated using toothpick baits and the pathogenic activity was assessed by the distribution of
soils in trays, planting of cowpea seeds and assessment of Rhizoctonia canker severity. There
was a significant (P<0.05) positive correlation (r = 0.7698) between the saprophytic (ATS)
and pathogenic (ATP) activities. The regression equation ATP = 1/ (0.5822 to 0.0056 ATS)
was estimated with high precision (R = 0.9930; P<0.05), indicating that the risk of
pathogenic activity of Rhizoctonia in soils for cowpea and common bean planting can be

estimated from the analysis of saprophytic activity.

Keywords: soilborne fungi, saprophytic colonization, toothpick bait, pathogenicity, plant

disease risk analysis.

Introducéo

O fungo do género Rhizoctonia De Candolle se encontra distribuido na maioria dos solos

agricolas do mundo (MORDUE, 1974) e possui uma gama de hospedeiros superior a 500
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espécies de plantas, causando importantes doencas na maioria das plantas cultivadas
(AGARWAL, 2010; OGOSHI, 1996; YANG; LI, 2012). Como tipico habitante do solo,
Rhizoctonia comumente causa doencas no colo e nas raizes. No entanto, sob certas condicdes,
como alta umidade relativa do ar, ataca a parte aérea das plantas (AGARWAL, 2010;
BAKER, 1970; OGOSHI, 1987). Os propagulos desse fungo sobrevivem no solo por longos
periodos na auséncia de hospedeiros e condicdes favoraveis, na forma de hifas com paredes
espessas associadas com restos culturais e outros detritos organicos, e na forma de
esclerdcios, principalmente na camada superficial do solo (SNEH et al., 1991; VAN
BRUGGEN; ARNESON, 1986).

O controle das doencas causadas por Rhizoctonia € muito dificil, pois o patdgeno possui
elevada agressividade, combinada com grande habilidade de competicdo saprofitica,
capacidade de sobrevivéncia no solo na auséncia da planta hospedeira, transmissibilidade
pelas sementes e ampla gama de hospedeiros (AGARWAL, 2010; CUBETA,; VILGALYS,
2000; LEACH; GARBER, 1970; OGOSHI, 1987). Com 0 crescente interesse no manejo
integrado de doengas radiculares, a escolha do local de plantio tem sido relatada como
importante opcdo de controle, tanto para escapar do patdgeno quanto das condigdes
predisponentes a ocorréncia de epidemias (MICHEREFF et al., 2005b).

Por ser o solo um sistema dindmico, compreendendo uma vasta e diversificada
comunidade de organismos, a estimativa da presenca ou da densidade de indculo de
patdgenos no solo pode determinar os riscos de infeccdo das plantas (DIJST et al., 1997; TU,
1987). Freqlientemente, grande parte dos custos e do tempo gasto em pesquisas com
patogenos radiculares € utilizada para analisar o inoculo do solo, motivo pelo qual, 0 emprego
adequado de técnicas e a melhoria nos métodos de quantificacdo podem reduzir os gastos e
aumentar a precisdo dos ensaios (BENSON, 1994).

A quantificacdo do inoculo de Rhizoctonia nos solos tem sido estudada exaustivamente nos
ultimos 50 anos, usando metodos que variam da quantificacdo direta de propagulos no solo a
técnicas moleculares. Alguns desses métodos sdo baseados na habilidade saprofitica
competitiva do organismo, como uso do tubo de imersdio (MARTINSON, 1963;
PAPAVIZAS; DAVEY 1962), fracionamento do solo e plagueamento das particulas
organicas (BOOSALIS; SCHAREN, 1959; WEINHOLD, 1977) e iscas de segmentos de
tecidos de plantas ou sementes (HUANG; KUHLMAN, 1989; MATSUMOTO, 2003;
PAPAVIZAS; DAVEY, 1959, 1962; SANFUENTES et al., 2002, 2007; SNEH et al. 1966).

Muitos tipos de iscas ja foram utilizados para deteccdo e quantificacdo da atividade

saprofitica de Rhizoctonia no solo em estudos epidemiologicos (PAPAVIZAS et al., 1975;
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SANFUENTES et al., 2007; SCHROEDER; PAULITZ, 2008), populacionais (HUANG;
KUHLMAN, 1989; MATSUMOTO, 2003; SANFUENTES et al., 2002; SCHISLER et al.,
1994; VILLAJUAN-ABGONA et al., 1996; WEINHOLD, 1977) e na avaliacdo de métodos
para supressédo da atividade desse fungo no solo (BABIKER et al., 2011; EL-KHADEM et al.,
1979; LEWIS et al., 1998; YULIANTI et al., 2006, 2007).

Em geral, na natureza, a fase saprofitica de Rhizoctonia é seguida de uma fase patogénica
(YULIANTI et al., 2007), mas estudos demonstraram que o elevado potencial saprofitico de
Rhizoctonia ndo se encontra, necessariamente, relacionado a capacidade patogénica
(TRUTER, 2005). Portanto, para mensurar os riscos de epidemia de doencas radiculares, é
necessario associar um método baseado na atividade saprofitica a um método baseado na
atividade patogénica, em que se destaca o bioensaio com plantas indicadoras, pois descreve 0
efeito integrado do hospedeiro, do patdgeno e das condi¢cdes em que o mesmo foi realizado,
ou seja, o potencial de indculo (BOUHOT, 1979).

Até o momento, inexiste um sistema de analise de risco de atividade patogénica de
Rhizoctonia adaptado as condicGes brasileiras, considerada estratégia de manejo de doencas
de alta sustentabilidade. Nesse contexto, os objetivos desse trabalho foram avaliar a eficacia
de iscas para quantificacdo da atividade saprofitica de Rhizoctonia no solo e determinar a
relagdo entre atividade saprofitica e atividade patogénica, visando ajustar uma equacdo de

risco de atividade patogénica em areas destinadas ao plantio de feijdo-caupi e feijao-comum.

Materiais e métodos

Comparacdo de iscas para quantificacdo da atividade saprofitica de Rhizoctonia solani

no solo

Amostras de solo foram coletadas em trés areas sem cultivo prévio com leguminosas e sem
historico de ocorréncia de doencas radiculares, nos municipios de Camaragibe, Goiana e
Moreno, no estado de Pernambuco. As amostras foram armazenadas a 25 °C e processadas no
méaximo em duas semanas As principais caracteristicas dos solos sdo mostradas na Tabela 1.
As amostras de solo foram peneiradas em malha de 5 mm e acondicionadas em bandejas
plasticas (30x25x4 cm, 3 kg de capacidade). Para comparacdo das iscas na quantificacdo da
atividade saprofitica, as amostras de solo foram infestadas com um isolado de R. solani
(CMM-2656), cedido pela Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Prof. Maria
Menezes” (CMM) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Recife, PE). O referido
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isolado pertence ao grupo de anastomose 4 (AG-4 HG-I) e foi obtido de planta de feijdo-caupi
com sintoma de cancro no hipocétilo coletada em Sao Jodo (PE). O inoculo de R. solani foi
preparado em frascos Erlenmeyer contendo substrato constituido de 250 g de arroz
descascado e 50 mL de &gua destilada. Apds a esterilizagdo em autoclave (120 °C, 1 atm, 30
min) e resfriamento, em cada frasco foram colocados cinco discos de 5 mm de diametro de
cultura do fungo, previamente cultivado em meio de batata-dextrose-agar (BDA) durante sete
dias. Os frascos foram incubados a 25 °C e fotoperiodo de 12 h, sendo agitados diariamente
para distribuicdo uniforme dos propagulos do fungo no substrato. Apds 10 dias, o substrato
colonizado foi retirado dos frascos e acondicionado em sacos de papel para secagem a 35 °C
por 48 h. Posteriormente, foi triturado em liquidificador durante 3 min, peneirado em malha
de 1 mm e pesado.

Tabela 1. Caracteristicas dos solos do estado de Pernambuco utilizados no estudo.

Codigo Cobertura® Caracterfsticas do solo®
(cidade) - - - -
Areia Silte  Argila pH Matéria P Ca+Mg
(%) (%) (%) organica (gkg?)  (mgdm?) (cmol® dm'?)
Camaragibe ~ mata secundaria 91 4 5 55 28,4 33,6 3,8
Goiana braquiaria 98 1 1 50 14,1 79 2,4
Moreno cana-de-agUcar 67 9 24 5,2 18,7 2,1 1,4

2 Cobertura do solo no momento da coleta.

® Analisadas conforme Embrapa (1997).

Os solos acondicionados nas bandejas foram infestados pela adicdo do substrato
colonizado por R. solani na densidade de 50 mg de substrato kg™ de solo, enquanto nas
testemunhas foi efetuada a distribuicdo de substrato ndo colonizado pelo patégeno. Em todas
as situacdes, o substrato foi distribuido na superficie do solo e homogeneizado manualmente
pelo revolvimento do solo com o auxilio de uma espatula flambada. Apds uma semana de
incubacdo em casa de vegetacdo (temperatura de 27+3,2 °C e umidade relativa de 72+8,5%),
as amostras de solo nas bandejas foram transferidas para recipientes plasticos do tipo gerbox
(13x13x4 cm). Em cada gerbox foram distribuidas 250 g de solo e, em seguida, 50 mL de
agua destilada esterilizada.

Sementes de beterraba, feijdo-caupi, milho e sorgo, segmentos cilindricos de caules de
feijdo-caupi (1 cm x 30 mm) e segmentos de palito de dente de madeira (1 cm) foram testados

como iscas para deteccdo da atividade saprofitica de Rhizoctonia spp. no solo. Todas as iscas
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foram esterilizadas em autoclave (120 °C, 1 atm, 30 min) e depois imersas em suspensédo de
tetraciclina (250 ppm) por 2 min. Ap6s secagem por 30 min em camara asséptica, 16 unidades
de cada isca foram semeadas em cada gerbox a profundidade de 1 cm da superficie do solo. As
testemunhas consistiram do semeio das iscas nos solos ndo infestados. Foram utilizadas 30
gerbox por tipo de isca e amostra de solo. Apds 48 h de incubagdo a 27 °C no escuro, as iscas
foram recuperados pela passagem do solo em peneira com malha de 1,7 mm, lavados em agua
corrente, desinfestados em solucdo de NaClO a 1,5% por 1 min e lavados em &gua destilada
esterilizada. Apo6s secagem por 30 min em papel de filtro esterilizado, oito iscas foram
transferidas para cada placa de Petri contendo 0 meio de Ko e Hora (KH) (KO; HORA, 1971),
modificado pela retirada do fungicida fenaminosulf (Dexon) e incluséo de 1 ppm do fungicida
benomyl (Benlate). Decorridas 24 h de incubacdo a 27 °C no escuro, foi analisada a presenca
de colbnias de Rhizoctonia crescendo no meio de cultura a partir das iscas, com auxilio de
microscépio estereoscépico. No caso de duvida, foram efetuadas preparagfes microscopicas
em laminas de vidro, coradas com Safranina-O e cobertos com laminula de vidro, sendo
visualizadas em microscopio Otico com aumento de 200x e 400x, para observacao das
caracteristicas utilizadas na identificacdo de Rhizoctonia (SNEH et al., 1991). Os resultados
foram expressos como porcentagem de iscas colonizadas por Rhizoctonia, indicadora da
atividade saprofitica no solo. Os solos foram testados separadamente, sendo utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado para cada solo, com 30 repeti¢cdes, sendo
cada repeticao constituida por um gerbox com 16 iscas. Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia de diferenga entre as iscas quanto aos
niveis de atividade saprofitica detectados em cada solo e as médias foram comparadas pelo
teste da diferenca minima significativa de Fisher (LSD), ao nivel de 5% de probabilidade.
Para examinar a relacdo entre os solos quanto aos niveis de atividade saprofitica detectados
pelas diferentes iscas, foi efetuada a analise de correlagdo de Pearson, ao nivel de 5% de
probabilidade. As anéalises estatisticas foram realizadas com o programa Statistix v. 9.0
(Analytical Software, Tallahassee, FL, USA).

Eficécia da isca de palito de dente na quantificacdo da atividade saprofitica de diferentes
isolados de Rhizoctonia solani

A eficécia da isca de palito de dente, que propiciou a deteccdo dos maiores niveis de

atividade saprofitica em todos os solos, foi avaliada em relacdo a oito isolados de R. solani



33

(CMM-1062, CMM-2648, CMM-2651, CMM-2666, CMM-2675, CMM-2680, CMM-2682 ¢
CMM-3006), cedidos pela Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Prof. Maria
Menezes”. Esses isolados pertencem ao grupo de anastomose 4 (AG-4 HG-I) e obtidos de
plantas de feijdo-caupi com sintomas de tombamento e cancro do hipocotilo coletadas em
Pernambuco. Foi utilizado o solo de Goiana (Tabela 1) e a densidade de in6culo de 50 mg de
substrato colonizado kg™ de solo. Os procedimentos de producdo do inéculo, infestagdo do
solo, utilizacdo da isca de palito de dente, incubacdo das amostras e avaliacdo da colonizagédo
saprofitica foram realizados como descrito no ensaio de comparacdo de iscas. A testemunha
consistiu da utilizacdo de solo ndo infestado. Foi utilizado o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 30 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um gerbox
com 16 iscas. Os dados foram submetidos @ ANOVA para verificar a existéncia de diferenga
entre os isolados quanto aos niveis de atividade saprofitica detectados pela isca de palito de
dente e as médias foram comparadas pelo teste da diferenca minima significativa de Fisher

(LSD) ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do programa Statistix v. 9.0.

Eficacia da isca de palito de dente na quantificacdo da atividade saprofitica sob

diferentes densidades de in6culo de Rhizoctonia solani

A eficécia da isca de palito de dente foi avaliada em relacdo a seis densidades de inoculo
de R. solani: 5, 10, 25, 50, 75 e 100 mg kg™ de solo. Foi utilizado o solo de Goiana e 0
isolado CMM-2656. Os procedimentos de producdo do indculo, infestacdo do solo, utilizacdo
da isca de palito de dente, incubacdo das amostras e avaliacdo da colonizacdo saprofitica
foram realizados como descrito no ensaio de comparacao de iscas. A testemunha consistiu da
utilizacdo de solo ndo infestado. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 30 repeticGes, sendo cada repeticdo constituida por um gerbox com 16 iscas.
Para verificar a relacdo entre densidades de indculo de R. solani e intensidade da atividade
saprofitica, os dados foram submetidos a analise de regressdo pelo ajuste de modelos lineares
e ndo-lineares com o auxilio do programa TableCurve™ 2D v. 5.01 (SYSTAT Software Inc.,
Chicago, IL, USA). O melhor ajuste foi selecionado com base no coeficiente de determinacéo
(R?), no quadrado médio do residuo e na simplicidade do modelo. As significancias das
regressdes e de seus pardmetros foram avaliadas pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Relacdo entre atividade saprofitica e atividade patogénica de Rhizoctonia spp. em

diferentes solos

A relagdo entre atividade saprofitica e atividade patogénica de Rhizoctonia foi investigada
em amostras de solos coletadas em 12 areas destinadas ao cultivo de feijdo-caupi e feijao-
comum, no Agreste Meridional de Pernambuco. As coletas foram realizadas de agosto a
outubro de 2011. Em cada area foi delimitada uma sub-area de aproximadamente 0,5 ha e
utilizando o caminhamento em “W” foram coletadas 12 amostras (3 amostras por linha) de 2
kg de solo a uma profundidade de 0-15 cm, constituindo uma amostra composta de 24 kg de
solo por area.

Na determinacdo da atividade saprofitica, as amostras de solo foram peneiradas em malha
de 5 mm e distribuidas em gerbox (250 g). Em seguida, 16 iscas de palito de dente foram
semeadas em cada gerbox e o solo umedecido com 50 mL de agua destilada esterilizada.
Foram utilizados 10 gerbox por amostra de solo. Os procedimentos de incubacdo das
amostras, recuperacao das iscas e avaliacdo da colonizacdo saprofitica foram realizados como
descrito no ensaio de comparagéo de iscas.

Na determinacdo da atividade patogénica, foi utilizado o método do bioensaio com plantas
indicadoras. Sementes de feijdo-caupi (cv. IPA-206) foram desinfestadas em solucdo de
NaClO a 1,5% por 2 min e lavadas em agua destilada esterilizada. Apds secagem por 30 min
em camara asséptica, as sementes foram plantadas em bandejas plasticas (30x25x4 cm)
contendo 2 kg de cada amostra de solo. Em cada bandeja foram plantadas 20 sementes, sendo
utilizadas cinco repeticdes (bandejas) por amostra de solo. As bandejas foram mantidas em
casa de vegetacdo com temperatura de 29+3,5 °C e umidade relativa de 78+7,1%. A
severidade da rizoctoniose nas plantas de feijdo-caupi foi avaliada aos 12 dias apds o plantio,
com o auxilio de escala de notas variando de 0 a 4 (NORONHA et al., 1995), onde: 0 = sem
sintomas; 1 = hipoc6tilo com pequenas lesdes; 2 = hipocétilo com grandes lesGes, sem
constricdo; 3 = hipocdtilo totalmente constrito, mostrando tombamento; e 4 = sementes néo
germinadas e/ou plantulas ndo emergidas. Com os dados da avaliacao foi calculado o indice
da intensidade da atividade patogénica de Rhizoctonia (ATP), pela expressdo: ATP = [Z(grau
da escala x frequéncia)/(nGmero total de unidades x grau méaximo da escala)]x100
(MCKINNEY, 1923). Para verificar a relacdo entre atividade saprofitica e atividade
patogénica, inicialmente foi efetuada a andlise de correlacdo de Pearson, ao nivel de 5% de

probabilidade. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de regresséo pelo ajuste de
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modelos lineares e ndo-lineares com o auxilio do programa TableCurve™ 2D v. 5.01. A
selecdo do melhor ajuste e as significancias das regressdes e de seus parametros foram

testados como descrito anteriormente.

Resultados

Comparacdo de iscas para quantificacdo da atividade saprofitica de Rhizoctonia solani

no solo

Né&o foi detectada atividade saprofitica de Rhizoctonia nos solos ndo infestados por R.
solani (testemunhas). Os niveis de colonizacdo saprofitica detectados nos trés solos infestados
artificialmente com um isolado de R. solani (CMM-2656) variaram de 26,3% a 99,6% e
foram influenciados significativamente (P<0,05) pelo tipo de isca utilizada em cada solo. A
isca de palito de dente propiciou a deteccdo dos maiores niveis de atividade saprofitica em
todos os solos, variando de 73,5% no solo de Goiana a 99,6% no solo de Camaragibe (Tabela
2). A maior atividade saprofitica detectada neste ultimo solo pode ser devido ao maior teor de
matéria organica quando comparado aos outros dois solos (Tabela 1), pois a medida que a
matéria organica diminui ocorre a reducdo da atividade saprofitica de R. solani
(PAPAVIZAS, 1970; SANFUENTES et al., 2007; YULIANTI et al., 2006).

Tabela 2. Eficacia de diferentes iscas na quantificacdo da atividade (colonizacdo) saprofitica

de Rhizoctonia solani em solos infestados artificialmente.

Isca Solo / Colonizacéo (%o)
Camaragibe Goiana Moreno
Semente de beterraba 63,3 ¢c* 26,3d 519d
Semente de feijao-caupi 715¢c 55,0b 575c¢
Semente de milho 70,4 c 43,5 bc 42,7d
Semente de sorgo 67,5¢C 35,0 cd 75,80
Palito de dente 99,6 a 73,5a 94,4 a
Talo de feijdo-caupi 825b 50,0b 83,7b

* Médias de 30 repeti¢cdes. Valores seguidos por diferentes letras na coluna diferem significativamente entre si
pelo teste LSD de Fisher (P<0,05).
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Com excecdo das iscas de palito de dente e talo de frijdo-caupi, as demais iscas
apresentaram desempenho variavel conforme o solo. No solo de Camaragibe, as iscas de
sementes de beterraba, feijado-caupi, milho e sorgo apresentaram eficécia inferior as outras na
quantificacdo da atividade saprofitica. No solo de Goiana os piores desempenhos foram das
iscas de sementes de beterraba e sorgo, enquanto no solo de Moreno as iscas de sementes de
milho e beterraba foram as menos eficazes. A isca de talo de feijdo-caupi propiciou bons
niveis de deteccdo nos trés solos, embora significativamente inferiores aos obtidos com a isca
de palito de dente (Tabela 2). Outro aspecto importante a destacar é a colonizacdo das iscas
por outros fungos saprofitas, uma vez que a isca de palito de dente foi pouco colonizada por
esses fungos, mas as iscas de talos e sementes de feijdo-caupi, bem como sementes de
beterraba e milho, foram intensivamente colonizadas por varios géneros fungicos,

principalmente Fusarium, Trichoderma e Rhizopus.

Eficicia da isca de palito de dente na quantificacdo da atividade saprofitica de diferentes

isolados de Rhizoctonia solani

Né&o foi detectada atividade saprofitica de Rhizoctonia no solo de Goiana sem infestacao
artificial. Quando o solo foi infestado com oito isolados de R. solani na densidade de in6culo
de 50 mg de substrato colonizado kg™ de solo, os niveis de atividade saprofitica detectados
com a isca de palito de dente variaram de 10,0% a 78,5%. Esses niveis foram apresentados
respectivamente pelos isolados CMM-3006 e CMM-2651, que diferiram significativamente
entre si e dos demais. Os outros isolados apresentaram atividade saprofitica variando de
33,7% (CMM-2675) a 57,5% (CMM-2648), com diferenca significativa entre esses extremos
(Figura 1).
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Figura 1. Atividade saprofitica de isolados de Rhizoctonia solani no solo quantificada pela
isca de palito de dente. Cada coluna indica a média de 10 repeticdes e as barras os desvios
padrdes. Colunas com diferentes letras diferem significativamente entre si pelo teste LSD de
Fisher (P<0,05).

Eficacia da isca de palito de dente na quantificacdo da atividade saprofitica sob

diferentes densidades de in6culo de Rhizoctonia solani

Né&o foi detectada atividade saprofitica de Rhizoctonia no solo de Goiana sem infestacao
artificial. Quando esse solo foi infestado com seis densidades de indculo de um isolado de R.
solani (CMM-2656) e a atividade saprofitica quantificada com a isca de palito de dente,
houve aumento proporcional da deteccdo da atividade saprofitica com o incremento da
densidade do inéculo (Figura 2). Na menor densidade de indculo (5 mg kg™ de solo), a
atividade saprofitica detectada com a isca de palito de dente atingiu 36,9%, enquanto na maior
densidade de inéculo (100 mg kg™ de solo) a atividade saprofitica foi de 90,6%. Houve
elevada correlacdo (r = 0,9888; P<0,05) entre densidade de in6culo (DI) e nivel de atividade
saprofitica (ATS) detectada pela isca de palito de dente. O modelo de regresséo linear simples
(y=a+b*x) propiciou excelente ajuste da curva de deteccdo da atividade saprofitica em funcéo
da densidade do in6culo de R. solani (ATS = 33,6872 + 0,5874 DI), com coeficiente de
determinacdo (R%) de 0,9776 (Figura 2).
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Figura 2. Relacdo entre densidade de in6culo de Rhizoctonia solani no solo e atividade
saprofitica quantificada pela isca de palito de dente.

Relacdo entre atividade saprofitica e atividade patogénica de Rhizoctonia spp. em

diferentes solos

Nas amostras de solos coletadas em 12 areas destinadas ao cultivo de feijdo-caupi e feijdo-
comum em Pernambuco, a atividade saprofitica variou de 29,1% a 100%, sendo superior a
75% em oito areas (66,7%). A atividade patogénica variou de 1,3% a 42,8%, sendo superior a
15% em somente quatro areas (33,3%) (Figura 3). Houve aumento da deteccdo da atividade
patogénica com o incremento da atividade saprofitica, sendo constatada correlacdo
significativa (r = 0,7698; P<0,05) entre essas atividades. No entanto, a relagdo entre os niveis
de atividade patogénica e atividade saprofitica ndo foi linear (Figura 3). Até 80% de atividade
saprofitica a atividade patogénica de manteve a niveis inferiores a 10%, sendo constatado um
pico significativo no crescimento da atividade patogénico somente com niveis de atividade
saprofitica superiores a 90%. O modelo reciproco de regressdo ndo linear [y= 1/(a+b*x)]
propiciou excelente ajuste da curva de deteccdo da atividade patogénica (ATP) em fungéo da
atividade saprofitica (ATS) de Rhizoctonia [ATP = 1/ (0,5822 - 0,0056 ATS)], com R? =
0,9930 (Figura 3).
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Figura 3. Relacdo entre atividade saprofitica quantificada pela isca de palito de dente e
atividade patogénica de Rhizoctonia spp. quantificada pelo bioensaio com plantas de feijéo-
caupi em amostras de 12 solos.

Discussdo

Neste estudo, seis iscas foram comparadas visando o desenvolvimento de um ensaio
quantitativo da atividade saprofitica de Rhizoctonia spp. no solo. A isca de palito de dente de
madeira propiciou a deteccdo dos maiores niveis de colonizacdo saprofitica nos solos
infestados artificialmente, confirmando observacGes anteriores sobre a eficacia dessa isca na
quantificacdo da atividade saprofitica de R. solani em solos cultivados com cereais
(BABIKER et al., 2011; PAULITZ; SCHROEDER, 2005; SCHROEDER; PAULITZ, 2008) e
colza (YULLIANTI et al., 2006). A isca com palito de dente € um método de baixo custo
operacional e que pode ser executado sem depender do plantio de culturas para coleta dos
tecidos, como no caso de segmentos de talos de feijdo-caupi e outros.

A eficacia demonstrada pela isca de palito de dente nesse estudo descarta a hipoGtese de
Sanfuentes et al. (2002) de que a eficacia de iscas na quantificacdo da atividade saprofitica
seria resultado de certo grau de especificidade dos isolados de Rhizoctonia devido a pressao
de selecdo exercida pela cultura predominante na &rea. Ou seja, essa especificidade
determinaria a prevaléncia de isolados fungicos com grande habilidade para colonizar os
restos culturais remanescente no solo da cultura predominante. Alguns estudos verificaram

que o tipo de material vegetal utilizado como isca influenciou significativamente a eficacia do
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isolamento de Rhizoctonia e que maior eficacia pode ser esperada de iscas obtidas de plantas
cultivadas no mesmo local no qual a amostra de solo foi coletada (HUANG; KUHLMAN,
1989; PAPAVIZAS; DAVEY, 1962; SNEH et al., 1966).

A menor contaminagdo da isca de palito de dente com fungos de rdpido crescimento
saprofitico, como Fusarium, Trichoderma e Rhizopus, € um aspecto muito positivo, pois esses
microrganismos provavelmente interferiram na colonizacdo das outras iscas e no posterior
crescimento de Rhizoctonia no meio de cultura, diminuindo a eficcia das mesmas, como
registrado em relacdo as iscas de talos e sementes de feijdo-caupi e sementes de beterraba e
milho. A reduzida contaminacdo da isca de palito de dente pode ser explicada pelo que
Garrett (1970) chamou de “resisténcia residual” do material utilizado como isca, permitindo a
selecdo de Rhizoctonia entre os outros fungos estritamente saproéfitas. Esta resisténcia residual
pode resultar em maior eficacia da isca de palito de dente na recuperagao do fungo.

Outra importante caracteristica para selecdo de iscas visando a quantificacdo da atividade
saprofitica de Rhizoctonia é a consisténcia das mesmas apds a incubacdo no solo
(PAPAVIZAS; DAVEY, 1962). A isca de palito de dente manteve a consisténcia inalterada
apo6s a incubagdo no solo, diferentemente das demais iscas, que sofreram processos de
maceracdo por microrganismos e perderam a consisténcia dos tecidos, em muitas vezes,
dificultando a recuperacéo do solo.

A relagdo C/N do tecido da isca pode interferir na colonizacdo saprofitica de Rhizoctonia.
Substratos ricos em nitrogénio tendem a favorecer a atividade saprofitica e sobrevivéncia de
R. solani no solo, em virtude da baixa habilidade competitiva deste fungo para esse nutriente
guando comparado a outros microrganismos (PAPAVIZAS, 1970). No entanto, no presente
estudo o efeito da relacdo C/N parece ndo ter exercido grande influéncia na colonizacao das
iscas, pois a isca de palito de dente possui uma relagdo C/N muito mais elevada que as iscas
de segmentos de talos e sementes. Uma provavel causa da inexisténcia de influéncia da
relagdo C/N das iscas na colonizacao por Rhizoctonia € o reduzido tempo de incubacéo (24 h)
das iscas no solo. Dessa maneira, provavelmente ndo deve ter havido nenhuma mudanga
significante na composicdo e quantidade de microrganismos no solo proximo a isca, 0 que
poderia interferir na colonizacao.

Como Rhizoctonia pode crescer rapida e extensivamente no solo a partir de uma base
alimentar (GARRETT, 1970), com as hifas crescendo através dos poros e ao longo da
superficie do solo (HARRIS et al., 2003), é possivel que tenha produzido uma rede de hifas
que encontrou o segmento de palito de dente, ao qual foi atraido tigmotroficamente,
crescendo posteriormente sobre a superficie da madeira (PAULITZ; SCHROEDER, 2005). E
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improvavel que Rhizoctonia tenha sido atraida quimiotroficamente pelo palito, mas esse
fungo pode decompor celulose (GARRETT, 1962; PAPAVIZAS, 1970), que esta presente no
palito. As hifas sobre a superficie do palito podem ter utilizado os nutrientes transportados a
partir de uma base alimentar adjacente (PAULITZ; SCHROEDER, 2005).

Quando a isca de palito de dente foi avaliada em relacdo a diferentes isolados de R. solani,
foi constatado que diferentes isolados na mesma concentragdo de indculo no solo podem
apresentar diferentes respostas de colonizacdo saprofitica. Esses resultados confirmam as
observacdes de que isolados de R. solani podem diferir na habilidade saprofitica, o que
determina diferengas na capacidade de colonizacdo de substratos e, consequentemente, nos
valores da atividade saprofitica (NEATE; SCHNEIDER, 1996; PAPAVIZAS, 1970;
PAPAVIZAS; DAVEY, 1962).

Como o método de colonizacdo de iscas pode agir seletivamente no isolamento de clones
de Rhizoctonia com elevada habilidade saprofitica competitiva (PAPAVIZAS; DAVEY,
1961), a possibilidade da isca de palito de dente ter selecionado e quantificado
preferencialmente isolados de Rhizoctonia com essas caracteristicas ndo pode ser descartada.
No entanto, a habilidade saprofitica de um fungo ndo depende apenas da taxa de crescimento,
mas também da producdo de antibioticos, toxinas ou enzimas, e outros micro determinantes
do ecossistema do solo, como fatores bidticos e abioticos (GARRETT, 1970; PAPAVIZAS et
al., 1975; YULIANTI et al., 2007).

Ficou demonstrada a eficdcia da isca de palito de dente na quantificacdo da atividade
saprofitica sob diferentes densidades de indculo de R. solani, representada pela alta correlacédo
(r = 0,9888) observada entre porcentagem de colonizacdo da isca e densidade do inoculo no
solo. Os resultados assemelham-se aos constatados quando foram utilizadas iscas de talos de
algodéo e feijdo-comum (SNEH et al., 1966; WEINHOLD, 1977) e de ramos de eucalipto
(SANFUENTES et al., 2002).

A isca de palito de dente teve sensibilidade para detectar o fungo em reduzida densidade de
indculo, o que é um atributo chave para utilizacdo na analise de risco de epidemias de
rizoctoniose. Essa eficcia é muito importante em condi¢bes de infestacdo natural do solo
pelo patdgeno, pois niveis variados de in6culo podem estar presentes dentro de uma mesma
area de cultivo ou em areas diferentes (MICHEREFF et al., 2005a). O excelente ajuste da
curva de crescimento da atividade saprofitica em funcdo da densidade de indculo,
representado pelo elevado coeficiente de determinacdo da equagdo de regresséo (R? =

0,9776), indica a confiabilidade do método para estimar a densidade do indculo de
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Rhizoctonia no solo, uma vez que as hifas oriundas da colonizacdo saprofitica iniciam o
processo infeccioso na planta hospedeira (PAULITZ; SCHROEDER, 2005).

Os propagulos de Rhizoctonia sobrevivem no solo por longos periodos na forma de hifas
com paredes espessas associadas com restos culturais e outros detritos orgénicos, e na forma
de esclerdcios (PAPAVIZAS, 1970; SNEH et al.,1991). Como o método da isca de palito de
dente detecta somente o crescimento ativo de hifas de Rhizoctonia, ndo pode ser utilizado
para quantificacdo do indculo total no solo, pois os esclerécios ndo poderao ser detectados até
que tenham germinado (PAULITZ; SCHROEDER, 2005).

Uma das grandes limitacdes dos métodos baseados na atividade saprofitica, como a
utilizacdo de iscas, é que esses métodos nao permitem a distin¢do entre isolados patogénicos e
ndo patogénicos de Rhizoctonia no solo, uma vez que sdo morfologicamente indistinguiveis
(PAPAVIZAS; DAVEY, 1962; PAPAVIZAS, 1970; SNEH et al., 1991). Por isso é
importante a associacdo de um método baseado na atividade saprofitica a um método baseado
na atividade patogénica para determinacdo dos riscos de epidemias de doencas radiculares.
Nesse contexto, 0 método do bioensaio com plantas indicadoras descreve o efeito integrado
do hospedeiro, do patdgeno e das condi¢bes em que o mesmo foi realizado, ou seja, 0
potencial de in6culo (BOUHOT, 1979). O potencial de in6culo é uma medida da capacidade
de um organismo habitante do solo para causar doenca em um hospedeiro susceptivel,
resultante de quatro componentes: densidade de in6culo; energia exdgena e endégena dos
propégulos por unidade; viruléncia dos propagulos; fatores ambientais, bidticos e abidticos,
determinantes da atividade do inéculo (LOCKWOOD, 1988). Como a intensidade de doencas
radiculares é resultante do potencial de indculo, do qual a densidade do inoculo é apenas um
dos componentes envolvidos, a quantificacdo dessa variavel ndo garante o estabelecimento de
relacBes seguras com a intensidade de doenca (MICHEREFF et al., 2005a). Uma estratégia
importante na utilizacdo do bioensaio com plantas para quantificacdo do potencial do indculo
de Rhizoctonia no solo é associa-lo a um método baseado na atividade saprofitica, como a
utilizacdo de iscas (BOUHOT, 1979; GEYPENS, 1974).

Os 12 solos amostrados no presente estudo, destinados ao cultivo de feijao-caupi e feijao-
comum, apresentaram algum nivel de atividade saprofitica e atividade patogénica de
Rhizoctonia, quantificadas pela isca de palito de dente e pelo bioensaio com plantas de feijao-
caupi, respectivamente. As varia¢6es nos niveis detectados sdo comuns em solos naturalmente
infestados, sendo resultantes das diferengas nos tipos, caracteristicas intrinsecas e densidades
do indculo, bem como da influéncia de fatores bioticos e abidticos do solo (PAPAVIZAS;
DAVEY, 1962; PAPAVIZAS, 1970; WEINHOLD, 1977).
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A correlacdo observada entre atividade saprofitica e atividade patogénica de Rhizoctonia
nos solos (r = 0,7698) foi inferior ao constatado em outros estudos utilizando diferentes iscas
de tecidos de plantas (MARTINSON, 1963; PAPAVIZAS; AYERS, 1965; SNEH et al., 1966;
GEYPENS, 1974). Alguns estudos tém constatado que a colonizagcdo de um substrato ndo é
necessariamente correlacionada com a patogenicidade, pois isolados de Rhizoctonia obtidos
de iscas variaram de ndo patogénicos a extremamente virulentos (PAPAVIZAS; DAVEY,
1962; HUANG; KUHLMAN, 1989).

A relacdo entre atividade patogénica e atividade saprofitica de Rhizoctonia nos solos
analisados ndo foi linear. Conforme Geypens (1974), quando a densidade de indéculo e/ou a
atividade saprofitica é baixa, existe uma relacdo simples com a atividade patogénica. No
entanto, quando o in6culo e/ou a atividade saprofitica é abundante, a relacdo com a atividade
patogénica ndo é linear, pois uma planta pode ser invadida varias vezes por um patdgeno e ser
quantificada como sintomética somente uma vez.

A relacdo ndo linear entre a atividade saprofitica e a atividade patogénica foi representada
com elevada precisdo (R? = 0,9930) pelo modelo reciproco de regressdo. A equacio gerada
pode ser utilizada na previséo dos riscos de atividade patogénica de Rhizoctonia nos solos
destinados ao cultivo de feijdo-caupi e feijdo-comum, a partir da analise da atividade
saprofitica. Como exemplo, caso seja detectada uma atividade saprofitica de 35% no solo, a
previsdo de atividade patogénica, ou seja, de severidade da doenca, serd de 2,6%. Se for
detectada uma atividade saprofitica de 80%, a previsdo da atividade patogénica sera de 7,6%.

Em ambas as situacgdes, as estimativas serdo realizadas com 99,3% de precisao.

Conclusdo

A isca de palito de dente de madeira é eficaz na quantificacdo da atividade saprofitica de
Rhizoctonia no solo, mesmo em baixas densidades de indculo.

A atividade saprofitica de Rhizoctonia detectada pela isca de palito de dente pode ser
utilizada com elevada preciséo na anélise de risco da atividade patogénica em &reas destinadas

ao plantio de feijdo-caupi e feijao-comum.
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CONCLUSOES GERAIS

1. A isca de palito de dente de madeira é eficaz na quantificacdo da atividade

saprofitica de Rhizoctonia no solo, mesmo em baixas densidades de inéculo;

2. A atividade saprofitica de Rhizoctonia detectada pela isca de palito de dente pode
ser utilizada com elevada precisdo na analise de risco da atividade patogénica em

areas destinadas ao plantio de feijao-caupi e feijdo-comum.
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