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O feijao-caupi [Vigna unguiculata
(L.) Walp.] € uma leguminosa lar-
gamente cultivada no mundo, cons-
tituindo um alimento basico para a
populagédo por ser excelente fonte
de proteinas. Tem maioria dos ami-
noacidos essenciais, carboidratos,
vitaminas e minerais, além de gran-
de quantidade de fibras e baixa
quantidade de gordura (Freire Fi-
Iho et al., 2005). No Brasil, na safra
2019/2020, sua produgao teve area
cultivada de, aproximadamente,
1.307.800 hectares, com producédo e
produtividade de 712.600 t e 545 kg
ha”', respectivamente (Acompanha-
mento..., 2020), ocorrendo principal-
mente nas regides Norte e Nordeste
(Freire Filho, 2011).

O interesse pela cultura tem cresci-
do bastante, aumentando considera-
velmente sua produtividade devido

a produgao com qualidade, o que
permite sua aceitagcdo por comer-
ciantes, agroindustrias, distribuido-
res e consumidores, além do seu
preco muito competitivo quando
cultivado em safrinha (Freire Filho
et al., 2009). Apresenta, porém,
limitantes a produtividade (Freire
Filho, 2011), devido principalmente
as pragas e as doencas que cau-
sam danos ao rendimento e a qua-
lidade da producao.

Entre as doengas que acometem
a cultura do feijdo-caupi, pode-se
citar a murcha de esclerécio, cau-
sada pelo fungo habitante do solo
Sclerotium rolfsii Sacc. (Pio-Ribeiro
et al., 2016). As perdas ocasionadas
por esse patdgeno vém crescendo
em grande intensidade, em algu-
mas regides do Brasil, e sdo con-
sideradas uma ameacga potencial



(Athayde Sobrinho et al., 2005). O
modo de proliferagao e persisténcia
de S. rolfsii no solo, além de sua di-
versificada gama de hospedeiros,
cerca de 500 espécies botanicas
aproximadamente (Hameeda et
al., 2010), contribui para grandes
perdas econbmicas na agricultura
(Farooq et al., 2011; Eslami et al.,
2015). O fungo atua ocasionando
tombamento em plantulas, murcha
e podridao radicular.

Apesar da importadncia econémica
da murcha de esclerdcio a cultura
do feijdo-caupi e da necessidade
de desenvolvimento de variedades
resistentes, ha caréncia de informa-
¢des sobre um método especifico
para inoculagc&o do seu agente cau-
sal, fase inicial para a realizagao da
selecdo para resisténcia genética.
Esse processo visa ao estabeleci-
mento das condigbes experimentais
adequadas a expressao dos sinto-
mas tipicos em condigdes proximas
as que ocorrem a campo.

Diferentes autores tém utilizado
para outras culturas diversos mé-
todos de inoculagdo (Garcia et al.,
2015; Nogueira et al., 2019). Alguns
utilizam processos agressivos, in-
duzindo condi¢cbes altamente pro-

picias a infeccdo pelo patdégeno,
como deposi¢cao de esclerédios so-
bre ou junto as sementes (Nogueira
et al., 2019) ou em ferimentos pro-
vocados nas plantas (Dantas et al.,
2002). Outros utilizam fontes ricas
em carbono para promover a infes-
tacdo do solo com in6culo do fungo,
induzindo a ocorréncia da doencga
sem causar ferimentos (Falcado et
al., 2005; Flores-Moctezuma et al.,
2006) e a deposicado de discos de
miceélio diretamente no colo da plan-
ta (Pratt; Rowe, 2002).

Nesse contexto, o presente traba-
Iho teve como objetivo determinar a
forma e a concentragao de inéculo
mais apropriadas para indugao da
murcha de esclerécio, sem provocar
ferimentos em sementes/plantas de
feijdo-caupi, bem como definir me-
todologia que possa ser usada para
selecdo de gendtipos resistentes a
doenga.

Os trabalhos foram conduzidos no
Laboratério de Fitopatologia e em
casa de vegetacao com temperatu-
ra controlada a £28 °C, na Embrapa
Meio-Norte, no municipio de Teresi-
na, Piaui, Brasil.

Os tratamentos foram os seguintes:
T1- Arroz branco beneficiado e co-



lonizado pelo fungo incorporado ao
solo (8 gr L" de solo); T2 — Cinco es-
clerécios viaveis depositados sobre
as sementes imediatamente apds a
semeadura; T3 — Um gréo de arroz
integral colonizado pelo fungo de-
positado sobre a semente; T4 — Um
grdo de arroz integral colonizado
pelo fungo, inserido no colo da plan-
ta 21 dias ap6s o plantio; e T5 — Um
grao de arroz integral colonizado
disposto no centro do vaso e as se-
mentes semeadas equidistantemen-
te. Como contraste, estabeleceu-se
um tratamento testemunha absoluta,
formado por vasos que continham
apenas solo estéril. O isolado utiliza-
do no experimento foi o Sclerotium
rolfsii 61, obtido no campo experi-
mental da Embrapa Meio-Norte a
partir de plantas de feijao-caupi aco-
metidas pela doenga e conservado
na Micoteca do Laboratério de Fi-
topatologia da Embrapa Meio-Norte
pelo método de preservagao propos-
to por Castellani (1967). A cultivar de
feijdo-caupi utilizada nos experimen-
tos foi a ‘BRS Tumucumaque’.

Os graos de arroz integral foram
dispostos em erlenmeyer e esterili-
zados a 1 atm durante 20 minutos
em autoclave vertical; apdés o res-

friamento, foram depositados sete
discos de micélio colonizados pelo
isolado em cada erlenmeyer. O con-
junto foi mantido em BOD a tempe-
ratura de 25 °C e fotofase de 12 ho-
ras. Apos um periodo de 7 dias, os
graos ja se encontravam totalmente
colonizados pelo fungo.

Os gréos de arroz beneficiados fo-
ram igualmente dispostos em erlen-
meyer, umedecidos com agua des-
tilada (1 g de semente para 1 ml de
agua) e autoclavados a 1 atm por 20
minutos (Serra; Silva, 2005). Apos
diminuicdo da temperatura, os graos
foram distribuidos sobre col6nias de
S. rolfsii em placas de Petri, em meio
de cultura BDA (batata-dextrose-a-
gar) por um periodo de 7 dias em
BOD a 25 + 2 °C, com fotoperiodo
de 12 horas. Apos esse periodo, os
graos ja se encontravam coloniza-
dos em sua totalidade. A produgao
de esclerddios foi realizada median-
te o cultivo do patégeno a partir de
crescimento micelial da colénia em
placas de Petri com BDA a 251 °C
e fotoperiodo de 12 horas durante
20 dias, tempo ideal para produgao
de esclerédios nessas condigoes.

A inoculagao foi realizada no mo-
mento da semeadura em todos os



tratamentos, exceto no que se em-
pregou gréo de arroz integral inseri-
do no colo das plantas, que foi exe-
cutado aos 21 dias apds o plantio
(DAP). Na infestagao com arroz be-
neficiado, esta ocorreu por meio da
incorporagao e da homogeneizagao
do arroz colonizado ao solo estéril
antes do plantio na concentragao
de 8 gr L' de solo, conforme Bar-
bosa et al. (2010). Para a inocula-
¢ao com os esclerddios, estes, em
numero de cinco, foram distribuidos
sobre a semente, manuseados com
auxilio de pinga estéril.

Apé6s a inoculagao, foram realiza-
das duas irrigagbes/dia e avalia-
¢des durante 15 dias, contabilizan-
do-se diariamente as plantas com
sintomas de necrose, de constricao
no colo, de morte da plantula ou
mesmo a ndo germinagao devido a
murcha de esclerécio, que foi con-
firmada individualmente analisan-
do-se cada semente/plantula necro-
sada e morta.

O delineamento experimental utili-
zado foi inteiramente casualizado
com quatro repeti¢des, cada repeti-
¢ao constituida por trés vasos, que
continham trés plantas cada. Foram
utilizadas 36 plantas por tratamento

e trés plantas por vaso, totalizando
12 vasos por tratamento, e na tes-
temunha o patégeno nao foi inocu-
lado. Avaliou-se a incidéncia média
da doenga nas plantulas. Os resul-
tados foram submetidos a analise
de variancia e as médias dos dados
obtidos foram comparadas pelo tes-
te de Tukey ao nivel de 5% de pro-
babilidade. Para tanto, utilizou-se o
programa computacional SISVAR
(Ferreira, 2011).

Todos os tratamentos revelaram
em graus variados a expressao
da murcha de esclerécio nas
plantas de feijao-caupi. As maiores
percentagens de incidéncia foram
obtidas nos tratamentos T2 (cinco
esclerocios viaveis colocados no
solo junto as sementes), T4 (um grao
de arroz infestado junto a semente),
T1 (8 gr L' de arroz beneficiado
misturado ao solo) e T3 (um gréo
de arroz integral inserido no colo
das plantas 21 DAP), os quais se
mostraram semelhantes (p<0,05)
entre si. Esses métodos diferiram
daquele que empregou um gréao de
arroz integral colonizado pelo fungo
disposto no centro do vaso (T5),
que apresentou o menor valor de
incidéncia (Figura 1), porém todos



eles diferiram da testemunha (sem
inoculacao).

Nos tratamentos T2 e T4, observou-
se incidéncia de 100%, nos
tratamentos T2 e T3, incidéncia
de 92%; na maioria das vezes, as
plantas nem chegaram a emergir
em fungéo da excessiva pressao do
inodculo, tanto sobre as sementes em

germinagdo, quanto nas plantulas
emergidas (Figura 2). Tais resultados
corroboram os obtidos por Falcdo et
al. (2005), ao avaliarem métodos
de inoculagdo em soja, em que
as maiores mortalidades foram
verificadas, quando a contaminagao
do solo se deu por meio de gréos de

arroz colonizados pelo fungo.
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Figura 1. Incidéncia média de murcha/podridéo de esclerécio (Sclerotium rolfsii) em
plantulas de feijao-caupi cultivar BRS Tumucumaque submetidas a cinco métodos de
inoculagéo. Tabs = Testemunha absoluta; T1 = arroz branco beneficiado e colonizado
distribuido no solo do vaso (8 gr L' de solo); T2 = cinco esclerdcios vidveis sobre cada
semente; T3 = um grao de arroz integral colonizado sobre cada semente; T4 = um gréo
de arroz integral colonizado e inserido no colo; T5 = um grédo de arroz integral coloniza-
do colocado no centro do vaso. Letras iguais na horizontal (acima das colunas) indicam
que os tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).



Figura 2. Severidade nos sintomas causados por Sclerotium rolfsii em plantulas de
feijdo-caupi cultivar BRS Tumucumaque submetidas a inoculagdo pelos métodos T2
(cinco esclerdcios viaveis sobre cada semente) e T3 (um gréo de arroz integral colo-
nizado pelo fungo sobre cada semente). Plantula totalmente necrosada (A); semente

normal antes de germinar (B).

Por sua vez, o método em que um
grao de arroz integral colonizado foi
inserido no colo das plantas aos 21
DAP, com incidéncia de 100%, tam-
bém se mostrou bastante agressi-
vo, matando as plantas em aproxi-
madamente 15 dias apds a inocu-
lacdo. Esses resultados estdo em
desacordo com os de Medeiros et
al. (2015), que definiram essa meto-
dologia como a que melhor expres-
sou a rizoctoniose do meloeiro, sen-
do a mais adequada para selegao
de gendtipos resistentes. Quando
os graos beneficiados de arroz co-
lonizados pelo fungo (8 gr L") foram
misturados ao solo dos vasos (T1),

verificou-se um nivel de incidéncia
da ordem de 78%, revelando ser
também um bom método para re-
produzir a expressao da doenga em
plantas de feijdo-caupi. Resultados
semelhantes foram encontrados
por Barbosa et al. (2010), ao avalia-
rem métodos de inoculagdo com S.
rolfsii em plantas de tomate.

O método que empregou um gréao
de arroz colonizado no centro do
vaso (T5), assim como o T1, mos-
trou-se menos agressivo as plan-
tas, cuja caracteristica é requerida
para o patossistema feijdo-caupi
versus S. rolfsii por possibilitar me-
Ihor expressdo da resisténcia das



plantas ao patégeno. Com efeito,
tais métodos parecem emular o que
ocorre naturalmente na patogéne-
se, a medida que o agente causal,
langando suas estruturas no solo,
intercepta naturalmente as partes
vegetais suscetiveis, causando a
doenca. Essas observacdes estao
de acordo com as de Falcéo et al.
(2005), quando indicaram o uso de
arroz como substrato de crescimen-
to para S. rolfsii e como veiculo de
inéculo para infestagcao de solo em
ensaios de fontes de resisténcia
para a cultura da soja.

Conforme destacado anteriormen-
te, os demais métodos aqui testa-
dos, por serem bastante agressi-
vos, determinam, em muitos casos,
a morte das plantulas (Figura 2 A)
logo no inicio do processo germi-
nativo, fase em que as plantas sao
bastante sensiveis ao ataque do
patégeno. Em tais condic¢oes, pode-
se, ao usar métodos mais agressi-
vos, contribuir para, erroneamen-
te, selecionar como susceptiveis
gendtipos que possam apresentar
relativo grau de resisténcia, pela
excessiva pressao da doenga nas
fases iniciais de desenvolvimento
das plantas.

Embora, em alguns patossistemas,
sejam requeridas, para selecéo de
fontes de R, altas densidades de
in6culo no entorno das plantas (Ya-
qub; Shahzad, 2005), isso nao foi
observado no presente estudo, con-
forme discutido acima, fato que cor-
robora os dados obtidos por Falcao
et al. (2005), que indicam o uso de
arroz como substrato para o cultivo
de S. rolfsii e veiculagdo de inéculo
para infestagdo de solo, no qual o
arroz beneficiado foi o Unico subs-
trato que proporcionou
da doenga em tomateiro, sem cau-
sar ferimentos nas plantas.

incidéncia

A etapa seguinte a este estudo con-
sistira em validar as metodologias
sobre gendtipos de feijao-caupi, ve-
rificando sua aplicabilidade quanto
a selecao de materiais resistentes,
uma vez que sua capacidade de
causar doenga esta estabelecida.

As metodologias baseadas em (i) in-
festagcao do solo com um gréo de ar-
roz integral colonizado disposto no
centro do vaso e (ii) um grao de ar-
roz infestado junto as sementes séo
as mais apropriadas a inoculagao
de Sclerotium rolfsii, capazes de
causar sintomas de murcha de es-
clerécio em plantas de feijao-caupi.
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