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RESUMO

Ghini, R., Mendes, M.D.L., Bettiol, W. Método de hidrdlise de diacetato de fluoresceina (FDA) como indicador de atividade microbiana
no solo e supressividade a Rhizoctonia solani.Summa Phytopathologica, v. 24, p. 239-242,1998.

O método de hidrdlise de diacetato de fluoresceina (FDA) foi
comparado com a determinacdo da atividade respiratéria
(desprendimento de CO?2) e teor de matéria organica, como
indicadores da supressividade do solo a Rhizoctonia solani. Para
a avaliacdo da hidrélise de FDA, amostras de solo foram agitadas
(200 rpm) por 20 min, juntamente com tampéo fosfato de potassio
e uma aliquota da solugéo estoque de FDA. A reacgao de hidrélise
foi interrompida através da adicéo de acetona. A seguir, procedeu-

se a filtragem e, em espectrofotdmetro, determinou-se a absorbancia
(490 nm) do filtrado; os dados de absorbéncia foram aplicados a
uma curva padrdo preestabelecida, para se determinar a
concentracdo de FDA hidrolisado. A supressividade do solo a R.
solani foi avaliada através do crescimento micelial do patégeno
nas amostras de solo. Correlagdes positivas foram obtidas entre a
taxa de hidrdlise de FDA, desprendimento de CO2, teor de matéria
organica dos solos e a supressividade a R. solani.
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ABSTRACT

Ghini, R., Mendes, M.D.L., Bettiol, W. Rate of hydrolysis of fluorescein diacetate (FDA) as indicator of microbial activity and soil
suppressiveness to Rhizoctonia solani. Summa Phytopathologica, v. 24, p. 239-242,1998.

The method offluorescein diacetate (FDA) hydrolysis was
compared with the respiratory activity (determination of CO2
evolution) and amount of organic matter, as indicator of soil
suppressiveness to Rhizoctonia solani. For the evaluation of FDA
hydrolysis, soil samples were shacked (200 rpm), during 20 min,
mixed with potassium phosphate buffer and an aliquot of FDA
stock solution. The reaction was halted by adding acetone. The

concentration of fluorescein was determined
spectrophotometrically and by comparing absorbancies against
a standard curve. The soil suppressiveness to R. solani was
evaluated by the mycelial growth ofthe pathogen on soil samples.
Positive correlations were observed between the amount of
hydrolyzed FDA, CO2? evolution, organic matter and
suppressiveness to R. solani.

Additional Keyword: biomass, COr organic matter, soilborne pathogens.

Solos supressivos sdo definidos como aqueles nos quais o
desenvolvimento da doenca é suprimido mesmo quando o
patdgeno é introduzido na presenga do hospedeiro suscetivel
(2). A supressividade pode ser resultante de fatores biéticos ou
abidticos, sendo diversos e complexos 0s mecanismos
envolvidos. As interag6es microbianas em alguns solos podem
naturalmente prevenir o estabelecimento de patégenos ou inibir
as suas atividades patogénicas. Em numerosos casos, a
supressividade estd diretamente relacionada com a atividade
microbiana do solo no periodo critico do ciclo do patégeno, por
exemplo, durante a germinagdo de propagulos e crescimento na
rizosfera da planta hospedeira (15).

A atividade dos microrganismos é avaliada em termos
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metabdlicos, como por exemplo, através da avaliagio da taxa de
respiracdo (consumo de O2ou emissdo de CO?), producdo de
ATP, producdo ou liberagao de calor, biossintese de macromoléculas,
transformagdes especificas, consumo de substratos ou acimulo de
produtos, atividade enzimaticatotal e especifica, taxa de mineralizagdo
de N, P e S, dinamica da matéria organica e do himus, densidade
populacional e biomassa, reagbes bioquimicas especificas ou
observagbes microscopicas in situ (16).

O diacetato de fluoresceina (FDA) é hidrolisado por varias
enzimas (lipase, protease e esterases) das células vivas e, por
esse motivo, tem sido usado para avaliar a atividade microbiana
nas amostras de solo. A fluoresceina permanece na célula
causando fluorescéncia intracelular que pode ser visualizada por
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microscopia de fluorescéncia ou quantificada por fluorometria
ou espectrofotometria (3, 8).

CHEN etal. (4,5) e INBAR et al. (8) encontraram alta correlacéo
positiva entre a supressividade de substratos a Pythium ultimum,
causador de tombamento de plantulas de pepino, e a atividade
microbiana total, avaliada pela taxa de hidrélise de FDA. O método
também foi usado com bons resultados por MANDELBAUM &
HADAR (10), para avaliar o efeito de fontes de carbono na
atividade microbiana e supressividade a Pythium aphanidermatum
de substratos organicos.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o método de hidrélise
de FDA como indicador de atividade microbiana e supressividade a
Rhizoctonia solani, comparando-o com a atividade respiratéria
microbiana e o teor de matéria organica de solos.

MATERIAL E METODOS

Trinta amostras de solo foram obtidas em diversos locais da
microbacia do Cérrego do Taquara Branca (Sumaré/SP). Em cada
local, sete subamostras de solo de 8x8x8 cm3 foram retiradas
aleatoriamente. A amostra composta pela mistura das subamostras
foi homogeneizada, peneirada (4 mm) e submetida as avaliagdes
microbioldgicas, até 24 horas apos a coleta.

Para a determinagdo da hidrélise de FDA, metodologia
semelhante a descrita por BOEHM & HOITINK (3) foi utilizada.
Amostras de 5 g de solo, em 5 repeti¢des, foram colocadas em
frascos de Erlenmeyer (250 mL), juntamente com 20 mL de tampao
fosfato de potassio 60 mM (8,7 g de K,HPO4 e 1,3 g de KH,PO4/L
de agua destilada; pH 7,6). A reacao de hidrdlise de FDA (Sigma
Chemical Co.) foi iniciada adicionando-se 0,2 mL (400 pg) de solugdo
estoque de FDA (2 mg.mL' acetona). As amostras foram incubadas
por 20 min. em agitador (200 rpm) a 25°C. Areacao foi interrompida
através da adicdo de 20 mL de acetona por frasco. A seguir,
procedeu-se a filtragem (Whatman n° 1), sendo os filtrados
recolhidos em tubos de cultura, posteriormente tampados com
papel aluminio e acondicionados em recipiente contendo gelo,
para evitar a evaporagdo da acetona. Em espectrofotdmetro,
determinou-se a absorbancia (490 nm) dos filtrados. A
concentracdo de FDA hidrolisado (pg FDA hidrolisado/g solo
seco) foi obtida através de uma curva padrdo. A curva padréo foi
obtida adicionando-se FDA, nas quantidades de 0,100,200,300 e
400 pg, em 5 mL de tampao fosfato, contido em tubos de ensaio.
Os tubos foram mantidos por 60 min. em agua fervente, para
hidrolisar o FDA. Apos a hidrélise, o FDA foi entdo adicionado a
Erlenmeyers contendo 5 g de solo e 15 mL de tampao fosfato, em
3 repeticdes. A seguir, metodologia semelhante a descrita
anteriormente foi realizada para se obter a curva padrédo entre o
FDA hidrolisado e a absorbancia.

Para a avaliacéo darespiragdo microbiana, as amostras de solo
(200 g) foram incubadas em recipientes hermeticamente fechados
(volume de 2,5 L), em 3 repeti¢des, contendo 10 mL de KOH 0,5N,
no escuro, a 25°C. Ap6s 7, 14 e 21 dias de incubacéo, o KOH foi
titulado com HC1, segundo o método descrito por GRJSI (6), para
a determinacgdo da quantidade total de CO2 desprendido.

O teor de matéria organica dos solos foi obtido através da
determinacéo do C orgéanico pelo método volumétrico pela digestdo
com dicromato de potéssio e titulagdo pelo sulfato ferroso
amoniacal(14).

Para o teste de supressividade, uma camada de solo foi colocada
em placas de Petri (50 g/ placa com 15 cm de didmetro) e, a seguir,
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verteu-se uma fina camada de agar-agua sobre o solo, em 3
repeticdes. Discos contendo micélio de R. solani (7 mm de
didmetro) foram transferidos para o centro das placas e a incubagdo
foi realizada a 25°C, no escuro. A testemunha foi constituida pelo
crescimento do fungo em placas de Petri contendo agar-agua
Diariamente, foram avaliados dois diametros perpendiculares da
coldnia de R. solani, com auxilio de microscépio estereoscépico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de regressdo mostrou que o crescimento micelial de
R. solani foi negativamente correlacionado com os dois métodos
utilizados para avaliacdo da atividade microbiana (atividade
respiratoria e hidrolise de FDA) e com o teor de matéria organica
dos solos (Fig. 1,2 e 3). Os resultados comprovam a importancia
da microbiota do solo no controle natural do patégeno, como
demonstrado por diversos autores (9,12). POZZER & CARDOSO
(13), estudando a supressividade de solos a R. solani, constataram
que a supressividade era transmissivel e reduzida com o tratamento
térmico, sendo assim resultante da atividade microbiana do solo.
M1CHEREFF et al. (11) também relacionaram a supressividade aR.
solani a comunidade microbiana presente nos solos.

Figura 1 - Relacdo entre o teor de matéria organica (M. O.) e ataxa
de crescimento micelial de Rhizoctonia solani, nas
amostras de solo. O coeficiente de correlagdo (r) é
significativo ap = 0,01.

Figura 2 - Relagédo entre a atividade respiratoria (mg C02/200 g
solo seco) e a taxa de crescimento micelial de
Rhizoctonia solani, nas amostras de solo. O coeficiente
de correlacéo (r) é significativoap =0,01.



Figura 3 - Relagdo entre a hidrélise de diacetato de fluoresceina
(FDA) e ataxa de crescimento micelial de Rhizoctonia
solani, nas amostras de solo. O coeficiente de
correlagéo (r) é significativo ap =0,01.

A hidrélise de FDA apresentou correlacéo positiva, tanto com
0 teor de matéria organica, quanto com a respiragdo microbiana
(Fig. 4 e 5). Esse resultado era esperado devido ao efeito da matéria
orgénica na comunidade microbiana e da representatividade do
desprendimento de gas carbdnico pelos microrganismos.

Figura 4 - Relacéo entre a hidrélise de diacetato de fluoresceina
(FDA) e a atividade respiratéria (mg C02/200 g solo
seco), nas amostras de solo. O coeficiente de correlagdo
(r) é significativo ap =0,01.

Figura 5 - Relagdo entre a hidrélise de diacetato de fluoresceina
(FDA\) e o teor de matéria organica (M.O.), nas amostras
de solo. O coeficiente de correlagéo (r) é significativo
ap =0,01.

Diversos trabalhos tentam isolar o papel de reconh cidos
agentes de controle biolégico na supressividade a patégenos (9,
12). Entretanto, essa metodologia, além de trabalhosa, ndo
considera a comunidade microbiana total e sua atividade. Nessa
comunidade estdo presentes organismos que agem por antibiose,
parasitismo, competicdo e indugdo de resisténcia do hospedeiro,
sendo que muitos deles sdo desconhecidos por ndo serem
facilmente isolados e cultivados em meio de cultura, haja vista
que, segundo HERBERT (7), somente uma pequena fragdo da
comunidade microbianatotal pode ser cultivada em meio de cultura,
sempre seletivo, ndo existindo um meio de cultura universal. Assim,
os trabalhos ficam restritos a um limitado niGmero de organismos,
sendo reconhecido que, em condi¢des naturais do solo, o
importante é a somatéria dos efeitos. Dessa forma, a determinagdo
da atividade microbiana total é mais importante que a de poucos
grupos, pois quanto maior essa atividade, maior sera a competicédo
entre os microrganismos. KWOK et al. (9), que trabalharam com
diversos antagonistas em substratos organicos, concluiram que a
supressividade a R. solani pode ser devida a atividade de uma
variedade de antagonistas.

Semelhantemente aos resultados obtidos por CHEN etal. (4,5)
e INBAR et al (8) em estudos com substratos organicos para P.
ultimum, esse estudo mostra que a hidrélise de diacetato de
fluoresceina pode ser utilizada para avaliar a supressividade a R.
solani. O método de hidrélise de FDA apresentou as seguintes
vantagens em relagdo a respiragcdo microbiana, que também
apresenta correlacdo com a supressividade de solos (1): boa
correlagéo com a supressividade a R. solani; rapidez e facilidade
de execucgdo, baixo custo, pouca necessidade de mao de obra,
materiais e equipamentos. Por outro lado, o método apresenta
alguns problemas, como a possivel hidrélise do FDA por enzimas
extracelulares; as diferencas entre os organismos quanto ao tempo
de absorcdo do FDA,; a p'ossivel adsor¢do do FDA pela matéria
organica do solo, entre outros (17).

Apesar da possibilidade da utilizagdo da hidrolise de FDA
para predizer a supressividade a R. solani, sugere-se que essa
determinagdo seja acompanhada de algum outro método para
aumentar a confiabilidade nos resultados.
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RESUMO

Martelleto, L.A.P., Castilho, A.M.C., Goes, A. de. Influéncia da temperatura de incubacéo no crescimento micelial, na esporulacédo e na
patogenicidade de Fusarium subglutinans, agente causai da fusariose do abacaxizeiro. Summa Phytopathologica, v. 24, p. 242-246,1998.

Sob condigdes de laboratério, avaliou-se o crescimento micelial,
a esporulacéo e a patogenicidade de F. subglutinans, inoculado na
base de folhas destacadas de plantas de abacaxi 'Pérola’, seguido de
incubagdo em diferentes temperaturas (5,10,15,20,25 e 30°C £ 2°C).
Além dessas temperaturas, no caso especifico da esporulagio,
avaliou-se também o efeito da temperatura de 35°C. O crescimento
micelial foi determinado mediante leituras diarias do crescimento
radial do fungo, até o 6S dia de incubagdo, quando avaliou-se a
influéncia da temperatura no nimero de conidios produzidos. A

Palavras-chave adicionais: Ananas comosus, abacaxi.
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patogenicidade foi determinada medindo-se, a cada dois dias, 0
tamanho das lesdes a partir dos pontos inoculados. Verificou-se que
houve crescimento micelial do fungo na faixa de 10 a 30°C, sendo
25°C a temperatura considerada 6tima para o desenvolvimento
micelial. Quanto & esporulagéo, esta ocorreu entre 15 e 35°C e mostrou-
se diretamente proporcional ao aumento datemperatura. Em relagéo
a patogenicidade, verificou-se, sistematicamente, a formagéo e
expansdo das lesdes no tecido foliar entre 10 e 30°C, sendo, no
entanto, mais expressiva na faixa entre 15 a 25°C.



