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RESUMO

Chaves, K.C., Costa, J.L. da S. Influéncia do método de inoculag@o e da quantidade de indculo de Sclerotium rolfsii na severidade de
podriddo do colo do feijoeiro. Summa Phytopathologica, v.25, p.298-302, 1999.

A podrid@o do colo do feijoeiro comum, causada por Sclerotium
rolfsii Sacc., ¢ uma doenga de dificil controle. O objetivo deste
trabalho foi determinar a quantidade de inéculo no solo necesséria
para ocorréncia da doenga tendo em vista sua utilizagdo na
avalia¢do do germoplasma. Para determinag@o da quantidade ideal
de inéculo e método de inoculagdo, foram conduzidos trés ensaios
em solo conducente e supressivo e repetidos duas vezes. No
primeiro ensaio foi utilizado farelo de grdos de sorgo colonizados
com micélio do patogeno, o qual foi adicionado ao solo, nas doses
de 0, 1, 2, 4 e 8 gramas/kg de solo. Para o segundo e terceiro

Palavras-chave adicionais: Phaseolus vulgaris, epidemiologia.

ensaios utilizou-se como indculo esclerddios do patégeno
desenvolvidos em hastes de feijoeiro nas doses de 0, 1,2,4,8 ¢ 16
unidades, adicionados diretamente na cova e 0,00; 0,05; 0,10; 0,25;
0,50 e 1,00 gramas dessa mesma estrutura por quilo de solo,
respectivamente. O melhor método para infestagdo do solo e
quantidade de indculo, consistiram da adi¢@o de quatro gramas
de sorgo colonizado/kg de solo, provavelmente pelo fato do
in6culo entrar em contato com as sementes durante o processo de
germinagdo. Em 25 gendtipos avaliados foram observadas
variagdes na severidade da doenga.
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ABSTRACT

Chaves, K.C., Costa, J.L. da S. Influence of the inoculation method and of the inoculum density of Sclerotium rolfsii in the severity of

dry bean stem rot. Summa Phytopathologica, v. 25, p. 298-302, 1999.

Dry bean stem rot caused by Sclerotium rolfsii Sacc is a disease
hard to control. The objective of this study was to determine the
minimum soil inoculum density necessary for the occurrence of
the disease and to use it in the evaluation of bean germplasm. To
determine the ideal soil inoculum density, three experiments were
conducted in conducive and suppressive soils. In the first
experiment, pathogen mycelia were produced in ground sorghum
grains and added to the soil, at the rates of 0, 1, 2, 4 and-8 grams
of colonized sorghum per kg of soil. In the second and third tests,
pathogen esclerotia were used as inoculum in the following rates:

Additional keywords: Phaseolus vulgaris, epidemiology.

0, 1, 2, 4, 8 and 16 sclerotia placed directly in the pit and 0.00,

0.05, 0.10, 0.25, 0.50 and 1.00 gram of sclerotia incorporated
per kg of soil. Each assay was repeated twice. It was determined
that the best method for soil infestation and the ideal soil
inoculum density consisted of the addition of four grams of
colonized sorghum per kg of soil, since the inoculum gets in

contact with the seed during the germination process. By using
this method 25 genotypes of dry beans were tested in greenhouse

and presented high disease severity variation.

Sclerotium rolfsii Sacc. é fungo causador de danos a cultura
do feijoeiro. A podriddo do colo ¢ letal para a planta infectada,
independente de seu estado fenoldgico e, em conseqiiéncia,
ocorrem perdas da produgéo pela redugdo do estande, durante
todo o ciclo da cultura (3).

O S. rolfsii é fungo polifago e se desenvolve em diferentes
tipos de solos e variagdes de pH (6). O pH 6timo para a maioria das
espécies de Sclerotium rolfsii esta ao redor de 5,6 (9). O controle
eficiente € dificultado, devido ao elevado nimero de hospedeiros,
capacidade de competicdo saprofitica e numero de esclerddios
produzidos e acumulados no solo em cada ciclo das culturas.

A incidéncia da podriddo do colo aumenta apés periodos com
variagdo na temperatura e umidade, provavelmente pelo efeito
direto sobre a germinag@o dos esclerédios (12) e indireto pelo
estresse causado ao hospedeiro (3). No solo, quanto maior a
profundidade maior é a umidade e menor a aeragéo (11). FLADOS
(5) observou que com aumento da umidade, o crescimento do
fungo no solo era reduzido pelo decréscimo nos niveis de O,, o
qual favorece os organismos antagénicos, inibidores do
crescimento do patdgeno. A influéncia da oxigenagdo e umidade
sobre S. rolfsii foi avaliada in vitro por PEREZ SENDIN &
GONZALEZ BARRIOS (10), os quais observaram que, com
diminui¢do da aeragdo e aumento da umidade, ocorria diminui¢éo
significativa no crescimento micelial e formagdo de esclerddios.

Os esclerddios tém papel predominante na epidemiologia da
doenga. Elevada densidade populacional dessas estruturas no
campo pode estar relacionada com o tipo de preparo do solo para
asemeadura nos ultimos anos e, também com o fato de ndo terem
sido cultivadas espécies com resisténcia a este fungo (11). Solos
ndo-cultivados apresentam nimero reduzido de esclerédios,
devido ao fato de ndo terem sido trabalhados, razdo pela qual a
aera¢do do solo € menor, e de apresentarem baixa freqiiéncia de
hospedeiros suscetiveis. Em campos cultivados com feijoeiro e
com rotagdes com espécies suscetiveis ao fungo, o niimero de
esclerédios pode aumentar anualmente devido a manipulagéo de
instrumentos ou ferramentas de cultivo (8) favorecedores da
aera¢do do solo mesmo nas maiores profundidades. Em
experimentos realizados em condigdes controladas, foi observado
que esclerédios localizados na superficie do solo apresentavam
sobrevivéncia superior quando comparados com as profundidades
de5-6 cm (2).

Dentre as medidas de controle, que tem sido recomendadas,
inclui-se o tratamento quimico das sementes e solo, calagem,
aplicagdo de residuos orgénicos com elevada relagdo C/N, como
palha de milho e aveia e, ara¢do profunda, uma vez que os
esclerddios sdo sensiveis a elevadas tensdes de CO, (1, 13) Apesar
dos relatos de HERNANDEZ-GUTIERREZ & GARCIA (7), quanto
a resisténcia do feijoeiro a Sclerotium rolfsii, até o presente, ndo
foram ainda identificadas cultivares de feijoeiro com resisténcia
ao patogeno, apesar de ser esta uma das medidas de controle mais
desejaveis pelo baixo custo e preservagdo do ambiente.

O objetivo do presente estudo foi determinar a quantidade de
inéculo no solo para causar a podriddo de colo em feijoeiro em
dois tipos de solos, empregando-se micélio e esclerédios como
fontes de in6culo, tendo em vista fornecer subsidios aos
programas de melhoramento de feijoeiro buscando fontes com
resisténcia a esse patogeno.

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados em condigdes de laboratorio, sala
climatizada e casa de vegetacdo da Embrapa Arroz e Feijao,
localizada no municipio de Santo Antonio de Goias, GO. O
delineamento experimental foi o de blocos casualizados, com cinco
repeti¢cdes. Todos os ensaios foram repetidos duas vezes. Os dados
obtidos foram submetidos a anélise conjunta de varidncia e as
médias comparadas através do teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Determinac¢io da quantidade de in6culo no solo. Para esse
estudo utilizou-se um solo cultivado e um solo néo cultivado. Os
solos sdo classificados como latossolo vermelho escuro e foram
coletados até 30 cm de profundidade. O solo cultivado possuia
alta conducéncia, comprovada em ensaios preliminares pelo
favorecimento da ocorréncia da doenga pelo patégeno. O solo
ndo cultivado possuia caracteristicas de supressivo, pois a
ocorréncia de doengas era menos evidente. Para o primeiro ensaio,
como substrato para a fonte de in6culo, foi utilizado sorgo
granifero colonizado com S. rolfsii. Para a inoculagéo do substrato
de multiplicag@o, o indculo foi micélio do fungo desenvolvido
durante sete dias em meio BDA (Batata-dextrose-agar) disposto
em bandejas de aluminio (20 x15) utilizado para infestar 300 gramas
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de sorgo com 60% de umidade. Apds inoculados os grios de
sorgo foram incubados, em condigdes de laboratério (22+ 2°C),
por dez dias. Apéds, o sorgo colonizado foi desagregado
manualmente, distribuido em bandejas e seco ao ar por quatro
dias. Apds a secagem foi triturado em liqiiidificador e peneirado
em peneira (30 mesh), para uniformizagio do tamanho das
particulas. No primeiro ensaio, foram empregadas as densidades
de in6culo: 0, 1, 2, 4 e 8 gramas de substrato colonizado por kg de
solo. Apos infestado, o solo foi distribuido em copos de polietileno
descartaveis, com orificios na base, com capacidade para 300
gramas, os quais foram transferidos para casa de vegetag@o.

No segundo e terceiro ensaio, foram utilizados esclerédios
multiplicados em hastes de feijdo da cultivar Rosinha. Para tanto,
cinco discos de 4gar com 5 mm de didmetro, contendo estruturas
do fungo com sete dias de idade, foram transferidos para
Erlemmeyers com capacidade de 250 ml, contendo 60 segmentos
de 20 cm de hastes frescas de feijdo esterilizados. Apés incubagéo
durante 15 dias, os esclerédios foram coletados em uma peneira e
postos para secar ao ar. Para determinar a viabilidade dos
esclerddios, amostras destes foram esterilizadas em etanol 50% e
hipoclorito de sédio a 1% por um minuto, sendo em seguida
lavadas em agua estéril. Apos desinfestacdo, 50 esclerédios foram
transferidos individualmente para cada placa de Petri contendo o
meio BDA, incubados durante cinco dias e avaliados visualmente
através da observagdo do crescimento micelial. A constatagdo foi
de que 100% dos esclerddios estavam vidveis.

Os ensaios utilizando esclerddios foram instalados em vasos
de aluminio com capacidade para 1 kg, contendo os dois tipos de
solos, conducente e supressivo. Os esclerédios foram
incorporados ao solo de duas formas: a) diretamente na cova de
plantio em numeros de 0, 1, 2, 4, 8, e 16 esclerddios e b) adicionando
0;0,05;0,10;0,25; 0,50 e 1,00 grama de esclerédios por kg de solo,
de forma homogeneizada. Em cada vaso inoculado ou néo, foram
semeadas cinco sementes de feijdo da cultivar Rosinha. Os vasos
foram mantidos em condigdes de casa de vegetagdo.

Os parametros avaliados consistiram de determinagdo do
estande, peso da matéria seca, severidade de doenca e atividade
microbiologica total do solo.

A avaliagdo do estande foi efetuada através da contagem do
ntmero de plantas emergidas em cada vaso, aos 21 dias apds a
semeadura.

Para avaliagdo do peso de matéria seca das plantulas
germinadas, estas foram retiradas do solo, lavadas e transferidas
para estufa de secagem a 70°C por 24 horas para posterior pesagem
e o peso da matéria seca expresso em gramas por parcela
experimental.

A severidade da doenga foi avaliada, aos 21 dias da semeadura,
utilizando-se a escala de notas de 1 a 9 descrita por
SCHOONHOVEN & PASTOR-CORRALES (14), sendo 1=nenhum
sintoma e 9=-planta morta. Também a atividade microbidlogica do
solo foi determinada através do método da dehidrogenase de
fluoresceina diacetato, adaptado por COSTA (4) e encontra-se
expressa em mg de fluoresceina diacetato hidrolisada/min/g de
solo.

Avaliagiio da reagéo de cultivares comerciais de feijoeiro a
podridio do colo. Foram realizados ensaios em vasos em de casa
de vegetagio, em solo cultivado, infestado com 4 gramas de farelo
de grdos de sorgo colonizado para cada kg de solo. Para cada
cultivar das 25 descritas no Quadro 2, foram utilizados cinco vasos
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com | kg de solo. Em cada vaso foram semeadas cinco sementes
de cada cultivar, totalizando 25 plantas/tratamento. As cultivares
foram avaliadas aos 21 dias da semeadura e a caracterizagdo foi
realizada utilizando os pardmetros descritos anteriormente,
associando-se a velocidade do aparecimento de sintomas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinac¢io da quantidade de inéculo no solo. Os dados
obtidos no ensaio com utilizagdo de micélio veiculado em sorgo
indicam que a severidade de doenga nos solos conducentes
apresenta uma tendéncia linear de crescimento, & medida que se
aumenta a densidade de inéculo (Figura 1). Para o solo supressivo
ndo se observou essa mesma situagdo e o aumento significativo
da severidade de doenga foi encontrado na concentragio de oito
gramas de indculo/kg de solo. O efeito competitivo dos organismos
antagonistas deste solo pode ser o provéavel responséavel por este
efeito tamponante, o que pode ser constatado pelos valores médios
de severidade de 7,2 no solo conducente contra o valor médio de
5,3 no solo supressivo (Quadro 1). O aumento da densidade de
inéculo reduziu a populagéo de plantas. No solo supressivo, a
populagdo de plantas foi reduzida apenas na dose de in6culo de
oito gramas de in6culo por kg de solo (Figura 2). A atividade
microbiol6gica do solo e o peso da matéria seca ndo foram alterados
em fung@o dos tratamentos empregados (Figura 1). A quantidade
de in6culo capaz de causar a doenga, numa situagfo ideal para
diferenciar genotipos, foi de 4 gramas de inéculo por kg de solo.

10
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Dersidade de inoeulo (g de sorgp inoculado / kg de solo)
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Figura 1. Severidade da podriddo do colo (escala de 1 a 9),
atividade microbioldgica do solo (mg de fluoresceina
diacetado hidrolisada/min/g), peso da matéria seca (gr)
e estande ( n? de plantas emergidas) do feijoeiro em
resposta a diferentes densidades de in6culo em dois
tipos de solo: (A) conducente e (B) supressivo.



Quadro 1 - Severidade da podriddo do colo de feijoeiro, causada
por Sclerotium rolfsii, cultivado em dois tipos de solo,
em fung¢do do método de aplicagdo do indculo.

Tratamentos Severidade de doenga
Micélio em Esclerodios Esclerodios
sorgo nacova no solo
Solo conducente 7,2a 52a 6,5a
Solo supressivo 53b 5,1a 3,1b

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
no nivel de 5% de probabilidade (Analise conjunta dos dados).

0 1 2 4 8 16
Nurrero de escerodios por cova

@ven’dade de doenga M Atividade microbiologica [JPeso da matéria seca ] Estande

Figura 2. Severidade da podriddo do colo (escala de 1 a 9),
atividade microbiolégica do solo (mg de fluoresceina
diacetado hidrolisada /min/g), peso da matéria seca
(gr) e estande (n? de plantas emergidas) do feijoeiro
em resposta a diferentes densidades de in6culo em
dois tipos de solo: (A) conducente e (B) supressivo.

Para inoculag¢do dos esclerédios na cova, o tipo de solo
utilizado, conducente ou supressivo, ndo influenciou na
severidade de doenga (Quadro 1) e a atividade microbiologica
determinada pela dehidrogenase de fluoresceina diacetato
também ndo foi alterada em conseqiiéncia da adigdo dos
esclerodios (Figura 2). Houve uma correlagdo positiva (r=0,87)
entre a densidade de indculo e a severidade de doenga e uma
correlagdo negativa entre densidade de indculo e estande
(r= -0,86) e matéria seca (r= -0,91). Com base nos resultados
obtidos, com esse método de inoculagdo, a quantidade de inéculo
necessaria para causar a doenga foi de duas unidades de
esclerodios por cova, e levou ao desenvolvimento dos sintomas

em condigdes idénticas a niimero de quatro e seis unidades e néo
foi influenciada pelo tipo de solo, provavelmente pelo fato do
fungo entrar em contato diretamente com a semente durante o
processo de germinagdo. Porém, os niveis de doenga observados
foram muito baixos, o que dificulta a separacdo dos gendtipos
quanto a tolerancia ao patégeno (Quadro 2).

Quadro 2 - Reagdo de cultivares de feijoeiro a Sclerotium rolfsii
adicionado ao solo através de sorgo colonizado com
micélio e de esclerédios. 1997.

Gendtipos Severidade de doenga'
Micélio veiculado em sorgo?  Esclerddios por cova?

Barriga-verde 6,1 2,1
Emgopa-ouro 6,0 1,6
Epaba 1 ‘ 3,4 1,5
Ft-Taruma 6,6 1,5
Ft-120 4,3 1,7
IAPAR 44 6,0 1,8
IAPAR-57 5,0 23
IAPAR-65 6,2 2.5
Ipa-7 9,0 2.3
Ipa-8 4,8 2,0
Ipa-9 9,0 3,0
Ipa-11 3,0¢ 2,9¢
Irai L2 - 5.5
Jalo EEP-558 4,5 6,1
Jalo Precoce 7,4 5,3
Macanudo 4,5 2,6
Macotago 5.5 2,7
Minuano 5,6 3,1
Novo Jalo 7,0 3,3
Onix 3,6 1,7
Ouro Branco 39 2,5
Sdo José 8,0 3,5
Varre-sai 4,5 1,8
Xamego 4,1 1,5
Xodo 2,14 2,8¢

'Baseada em uma escala de notas de 1 a 9 onde, 1= auséncia de sintomas e 9=
plantas mortas. *Micélio veiculado em sorgo na densidade de quatro gramas
de in6culo por 1000 gramas de solo. *Adi¢do de dois esclerddios por cova de
plantio.*Genotipos que foram capazes de retardar a expressdo dos sintomas
até 21 dias apos o plantio.

Para esclerédios incorporados ao solo supressivo, ndo foram
observadas diferengas significativas para as densidades de
in6culo utilizadas. O acimulo de matéria seca e a populagéo final
de plantas nfo sofreram alteragdo com a densidade de inéculo. Para
o solo conducente, ocorreram aumento da severidade da doenga e
diminuigfo da matéria seca e do estande a medida em que se aumentou
a quantidade de inéculo. Em ambos os solos, a atividade
microbioldgica ndo foi alterada pela inoculagéo dos esclerédios do
fungo (Figura 3). O solo cultivado apresentou, de forma geral, uma
maior severidade de doenga quando este foi infestado tanto por
sorgo colonizado pelo micélio como por esclerédios (Quadro 1), o
que confirma a elevada conducéncia deste ao patogeno.

A quantificacdo de danos, na abordagem tradicional,
correlaciona a severidade da doenga com a redugéo do estande.
Os indices de severidade nos ensaios para a cultivar Rosinha
foram crescentes com o aumento da densidade de inéculo.
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Avaliacédo da reacgdo de cultivares comerciais de feijoeiro a
podriddo do colo. Em casa de vegetagdo, para comparagéo dos
métodos e eficiéncia dos mesmos, utilizou-se micélio veiculado
em sorgo na densidade de quatro gramas de indculo por kg de
solo e dois esclerédios colocados diretamente na cova. Os indices
de severidade com inoculag@o de sorgo colonizados foram
elevados e permitiram detectar diferencas na reagéo de resisténcia
a podriddo do colo incitada por S. rolfsii (Quadro 2). O método de
adic¢do de dois esclerédios por cova de semeadura ndo permitiu
separar genotipos, em fun¢do do baixo indice de severidade de
doenga (Quadro 2). As cultivares Xod6 e Ipa-11 (Quadro 2),
apresentaram indices de severidade menores em relagéo as demais,
sendo capazes de retardar a expressdo dos sintomas na planta até
aos 21 dias ap6s o plantio.

A confirma¢do de um método eficiente para avaliar o
germoplasma do feijoeiro é importante para a agricultura brasileira,
pois a podriddo do colo incitada por este patégeno € causadora
de sérios danos a cultura. Cultivares resistentes sdo medidas de
controle mais desejaveis no mercado, devido ao seu baixo custo
final para o produtor.
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Figura 3. Severidade da podriddo do colo (escala de 1 a 9),
atividade microbioldgica do solo (mg de fluoresceina
diacetado hidrolisada /min/g), peso da matéria seca
(gr) e estande (n® de plantas emergidas) do feijoeiro
em resposta a diferentes densidades de inéculo em
dois tipos de solo: (A) conducente e (B) supressivo.
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