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RESUMO

A mela causada pelo fungo Rhizoctonia solani (teleomorfo Thanatephorus cucumeris) é a principal doenca que
afeta a cultura do feijao-caupi (Vigna unguiculata) no Estado de Roraima. Este trabalho teve como objetivo caracterizar 28
isolados de Rhizoctonia spp. obtidos de plantas de feijao-caupi com sintoma de mela, coletados em ecossistemas de mata
e de cerrado em Roraima. Foram avaliados o nimero de nucleos, a taxa de crescimento micelial, a formagéo e o tamanho
de microesclerodios, o grupo de anastomose e realizado teste de patogenicidade. Um isolado proveniente do cerrado foi
identificado como binucleado e os demais isolados, de mata e de cerrado, como multinucleados. A taxa de crescimento
micelial, em meio batata-dextrose-agar a 25 °C e escuro continuo, variou de 2,1-5,3 cm.dia! para os isolados de mata e de
2,7-5,8 cm.dia™! para os isolados de cerrado. Nestas mesmas condigdes, apods trés a quatro dias foi observada a formagao de
microesclerddios. Dois grupos foram diferenciados: um grupo com formagéo de 10-50 microesclerddios.placa™’, em forma
de tufos, inicialmente brancos e tornando-se marrom claro, de 1-2 mm (maioria dos isolados de mata) e outro grupo com
mais de 100 microesclerddios.placa™, de coloragdo marrom e 68-541 um (maioria dos isolados de cerrado). Dos 28 isolados
coletados, 24 foram identificados como pertencentes ao grupo de anastomose GA1-1A de Rhizoctonia solani.

Palavras-chave adicionais: Rhizoctonia solani, Thanatephorus cucumeris,Vigna unguiculata.

ABSTRACT
Characterization of Rhizoctonia spp. associated with cowpea web (Vigna unguiculata) blight in Roraima, Brazil

The web blight caused by the fungus Rhizoctonia solani (teleomorph Thanatephorus cucumeris) is an important
disease of cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] in Roraima state, Brazil. The aim of this work was to characterize 28
Rhizoctonia spp. isolates from cowpea plants with web blight, collected in two ecosystems (savannah and forest) in Roraima
state. The characteristics evaluated were nuclear number, radial growth rate, the presence and morphology of microsclerotia,
anastomosis group (AG) and pathogenicity test. One savannah isolate was binucleate and the others, savannah and forest
isolates, were multinucleate. The radial growth rate on potato-dextrose-aga, at 25 °C in the dark, was 2.1 to 5.3 cm.day!
for forest isolates and 2.7 to 5.8 cm.day' for savannah isolates. In these conditions, after three to four days, microsclerotia
formation was observed. Two types of microsclerotia were differentiated: one type of 10 to 50 microsclerotia.Petri dish™',
formed as flat sclerotia mass, which was white when young and pale brown at maturity, 1 to 2 mm in diameter (most forest
isolates) and another type of 100 microsclerotia.Petri dish™!, brown color, 68 to 541 um in diameter (most savannah isolates).
Among 28 Rhizoctonia isolates collected in Roraima state, 24 anastomosed with AG1-1A of Rhizoctonia solani.

Aditional keywords: Rhizoctonia solani, Thanatephorus cucumeris, Vigna unguiculata.

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é a
leguminosa alimentar mais importante das regides norte e
nordeste do Brasil, sendo considerada a principal fonte de
proteinas das populagdes de baixa renda (Freire Filho et al.,
2005). Em Roraima, o plantio de feijado-caupi ¢ tradicionalmente
conduzido por pequenos produtores, incluindo as comunidades
indigenas, em areas de até 1 ha, mas com perspectivas de
expansdo da area plantada por grandes produtores como uma
cultura de sucessdo da soja. Neste caso, deve-se levar em
consideracdo que o feijdo-caupi e a soja sdo hospedeiros de
varios patogenos de solo em comum, podendo aumentar a
densidade do indculo nas areas de plantio.

A mela causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kiithn
[teleomorfo Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk] ¢ a
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principal doenga da cultura em Roraima. Em condi¢des de
campo, observa-se desfolha de 3 a 80% em linhagens de feijao-
caupi de porte ereto (Nechet et al., 2005) e reducdo de 577
kg.ha' na producdo do genotipo suscetivel (80% desfolha)
quando comparado com os genotipos resistentes (3-18%)
(Vilarinho et al., 2005).

Os principais sintomas da mela sdo observados
nas folhas das plantas. Dois tipos de manchas podem ser
identificados: manchas causadas por microesclerodios, de
formato circular e coloragdo marrom (Figura 1 A) ou manchas
causadas pelo micélio do fungo, de formato irregular,
inicialmente aquosas, mais claras no centro e delimitadas por
uma borda escura (Figura 1B). Com o progresso da doenga,
observa-se, também, a adesdo das folhas da planta pela teia
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micélica do fungo (Figura 1C), e a desfolha das plantas. O
sintoma da doenga pode ser observado também em vagens,
com lesdes escuras de formato irregular e grande extensio
(Figura 1D).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar isolados
de Rhizoctonia spp., obtidos de plantas de feijao-caupi com
sintoma de mela, coletados em ecossistema de mata e de cerrado
no estado de Roraima, utilizando como pardmetros a morfologia
da col6nia, taxa de crescimento micelial, formagao e tamanho de
microesclerodios, numero de nuicleos, grupo de anastomose e teste
de patogenicidade.

FIG. 1- Sintomas da mela em feijdo-caupi causada por Rhizoctonia
solani. A. Mancha foliar causada pela infec¢ao de microesclerddios;
B. Teia micélica, caracteristica da doenga; C. Mancha foliar causada
pela infec¢@o por micélio; D. Mancha em vagem de feijdo-caupi.

Folhas de feijdo-caupi, com sintomas da doenga, foram
coletadas em areas de mata (Argissolo vermelho amarelo,
textura média) e de cerrado (Latossolo amarelo, textura arenosa)
no estado de Roraima, catalogadas e herborizadas em colegdo
no laboratorio de fitossanidade da Embrapa Roraima. A partir
de fragmentos do tecido foliar lesionado foi realizada a técnica
do isolamento indireto em meio de Batata Dextrose Agar (BDA)
para se obter colonias de Rhizoctonia spp. Vinte e oito isolados
foram obtidos a partir das coletas (15 de area de mata ¢ 13 de area
de cerrado). Os isolados foram conservados in vitro pelo método
de preservagdo em silica-gel (Dhingra & Sinclair, 1995).

Cada isolado foi semeado em placas de Petri contendo
meio BDA. As placas foram mantidas por trés dias a 25 °C no
escuro. Para a medigdo da taxa de crescimento micelial, um
disco de micélio proveniente destas placas foi transferido
para cinco placas de petri contendo meio BDA e mantidas
a 25 °C no escuro. A medi¢ao ortogononal do didmetro da
colonia foi feita diariamente até o crescimento maximo
da colonia. Foram verificados a coloragdo da col6nia,
presenga ou ndo de microesclerodios, forma e tamanho de
microesclerodios.

Para a determinacdo do ntimero de nucleos,
amostras de hifas, obtidas da periferia de colonias crescidas
em placas de Petri contendo meio BDA a 25 °C no escuro
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por 24 horas, foram removidas e colocadas em lamina de
microscopia contendo uma solugdo de safranina alcalina
(0,5% de safranina, 10 mL de KOH 3%, 5 mL glicerina e
79 mL de agua destilada) e cobertas com laminulas. Em
microscopio 6tico foi contado o nimero de ntucleos de
20 células de cada isolado. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, cada
repeti¢do foi constituida por uma placa de Petri.

A determinag¢do do grupo de anastomose foi feita
utilizando-se a técnica da lamina de vidro para microscopia
(Ceresini et al., 1996). Os isolados padrdes utilizados foram
GAI1-1A; GA1-IB; GA-2 11IB; GA3 ST9; GA3 ST11-6; GA4
AHI; GA4 140; GA7-HO; GA-BI TS-2-4. Tanto os isolados
padrdes como os isolados de Rhizoctonia spp. obtidos de
feijdo-caupi foram semeados em placas de Petri contendo
meio BDA por 48 horas a 25 °C no escuro. Apos este periodo,
um disco de micélio de cada isolado a ser identificado foi
transferido assepticamente para a extremidade de umaldmina
de vidro esterilizada contendo uma fina camada de agar-agua.
Na outra extremidade foi depositado um disco de micélio
do isolado padrdo. As laminas foram mantidas em placas
de Petri a 25 °C no escuro. Apds 24 horas, foi observada a
anastomose de hifas em microscopio o6tico utilizando solugéo
de safranina-O 0,03% + KOH 3%. A rea¢do de anastomose
foi considerada positiva quando se observou o contato de hifas,
fusdo da parede celular e morte de células adjacentes (Parmeter
et al., 1969). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢des, cada repeticdo constituida
de uma lamina de vidro.

Para o teste de patogenicidade, os isolados obtidos
foram semeados em placas de Petri contendo meio BDA a
25 °C no escuro. Apods 10 dias, transferiu-se 10 mL de agua
destilada para cada placa de Petri, obtendo-se uma suspensio
de microesclerédios ou fragmento de micélio, filtrada em
gaze ¢ ajustada para 1x 10° microesclerodios ou fragmentos
de micélio/mL. Para cada isolado, a suspensdo + Tween 20
a 0,05% foi pulverizada em cinco plantas de feijao-caupi cv.
Mazagio no estadio de dois a trés trifdlios, utilizando-se um
atomizador. Outras cinco plantas, utilizadas como controle,
foram pulverizadas com agua destilada + Tween 20 a 0,05%.
As plantas foram mantidas em camara umida por 24 h em
temperatura ambiente e depois transferidas para condigoes de
telado. A avaliagdo foi feita a cada trés dias. Nas plantas em
que se observou sintoma da doenga foi feito o reisolamento
do patogeno, através do isolamento indireto em meio BDA,
para completar o postulado de Koch.

Dentre os 28 isolados de Rhizoctonia spp.,
associados a mela do feijdo-caupi em Roraima, apenas um
isolado coletado em ecossistema de cerrado (154) apresentou
condi¢do binucleada (Tabela 1). Os demais isolados foram
identificados como multinucleados, apresentando mais de 5
nucleos por célula.

A taxa de crescimento micelial dos isolados
¢ apresentada na Tabela 1. Quando comparado por
ecossistema, ndo houve diferenga entre a taxa de
crescimento dos isolados coletados na mata e no cerrado.
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A taxa de crescimento micelial variou de 2,1 — 5,3 cm.dia-
! para os isolados de mata ¢ de 2,7 — 5,8 cm.dia! para
os isolados de cerrado (Tabela 1). Todos os isolados
apresentaram colonias de coloragdo inicialmente branca,
que tornavam-se marrom a escuro com o envelhecimento
da colonia. A formagao de microesclerddios foi observada
em todas as colonias, mas dois grupos puderam ser
diferenciados: a) isolados com formagdo de 10-50
microesclerodios.placa, em forma de tufos, inicialmente
brancos que tornavam-se marrom claro, com presenga
de exsudatos, variando de 1-2 mm. Esse padrdo foi
caracteristico dos isolados coletados em mata, com excegao
dos isolados 141 e 141h, e para cinco isolados coletados em
cerrado (Tabela 1); b) isolados com formagao de mais de 100
microesclerddios.placa’!, pequenos, de coloragdo marrom,
variando de 68-541 pm. Esse padrao foi observado para

oitos isolados coletados em cerrado e para os isolados 141
e 141h, coletados em mata (Tabela 1).

Dentre os isolados, 24 foram determinados como
pertencentes ao grupamento de anastomose GAI-1A de
R. solani (Tabela 1). Segundo o critério de MacNish et
al. (1993) a reagdo foi caracterizada como C2, onde se
observou morte das células em anastomose e das células
adjacentes. O grupamento de anastomose dos isolados
200k, 200f e 200q, coletados em ecossistema de cerrado,
ndo foi identificado. A reacdo destes isolados com os
padrdes de R. solani foi caracterizada como CO, em que
as hifas cresceram por cima uma das outras, ndo havendo
reconhecimento entre os isolados pareados. Estes isolados
deverdo ser identificados quando pareados com outros
grupos padrdes de R. solani.

Todos os isolados foram patogénicos a plantas de

TABELA 1. Condigdo nuclear, taxa de crescimento micelial, tamanho
de microesclerddios e grupo de anastomose dos isolados de Rhizoctonia
spp., associados a mela do feijdo-caupi (Vigna unguiculata), coletados nos
ecossistemas de mata e de cerrado do estado de Roraima

Isolado Condicao nuclear TCM! (cm.dia '1) Microesclerédios GA?
Isolados coletados em ecossistema de mata
2201 Multinucleado 2,1 1,2 mm GAl- 1A
220c Multinucleado 2,2 1,2 mm GALl- 1A
220b Multinucleado 2,3 1,3 mm GAl- 1A
210e Multinucleado 2,4 1,3 mm GALl- 1A
141 Multinucleado 2,7 127 pm GAI- 1A
141h Multinucleado 2,8 86 pm GAIl- 1A
201a Multinucleado 3,0 1,3 mm GALl- 1A
201b Multinucleado 3,0 1,8 mm GAl- 1A
220d Multinucleado 3,0 1,6 mm GALl- 1A
220j Multinucleado 3,8 1,9 mm GAl-1A
208d Multinucleado 4,5 1,7 mm GAl- 1A
201c Multinucleado 4.6 1,6 mm GAl- 1A
220k Multinucle ado 5,0 1,4 mm GALl- 1A
220m Multinucleado 5,1 1,9 mm GAl- 1A
220h Multinucleado 53 1,6 mm GAl- 1A
Isolados coletados em ecossistema de cerrado
200c¢ Multinucleado 2,7 2,0 mm GALl- 1A
200 Multinucleado 2,8 541 pm GAI- 1A
200s Multinucleado 2,8 503 pm GAl- 1A
200h Multinucleado 3,0 469 pm GAI- 1A
200b Multinucleado 3,1 1,8 mm GALl- 1A
154 Binucleado 3,3 91 um -
2000 Multinucleado 3,7 75 pm GAI- 1A
200m Multinucleado 4,0 1,5 mm GAL- 1A
200k Multinucleado 4,1 75 pm -
200p Multinucleado 4.4 1,3 mm GAl- 1A
200n Multinucleado 4,5 2,3 mm GAl- 1A
200d Multinucleado 4,7 1,9 mm GAl- 1A
200f Multinucleado 53 70 pm -
200q Multinucleado 5,8 68 um -

'TCM= Taxa de crescimento micelial
2GA= grupo de anastomose
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feijdo-caupi cv. Mazagdo e reisolados das folhas com sintoma
da doenga, completando os postulados de Koch. Os primeiros
sintomas foram observados sete dias apés a inoculagdo
quando as plantas foram pulverizadas com a suspensdo de
microesclerodios. Plantas inoculadas com suspensdo de
fragmentos de micélio apresentaram os primeiros sintomas
entre 10-15 dias apos a inoculagdo. Apos 20 dias, em condi¢des
de temperatura < 30 °C e umidade relativa em torno de 80%,
observou-se a formagao de microesclerddios nas plantas inoculadas
com asuspensdo de microesclerodios, inclusive nas plantas inoculadas
com o isolado binucleado que apresentaram 50% de desfolha.

No Brasil, isolados de Rhizoctonia spp. binucleados ja
haviam sido relatados associados a podridao do hipocétilo na soja
(Fenille et al,, 2002), necrose em eucalipto (Silveira ef al., 2000)
e podridao do colo e/ou radicular no feijoeiro (Ceresini & Souza,
1997). Este é o primeiro relato de Rhizoctonia sp. binucleada como
agente causal da mela no feijao-caupi.

Rhizoctonia solani associada a doengas com sintoma
de queima foliar em diversas culturas, como feijao, milho,
sorgo, algoddo, soja e arroz, podem pertencer a GAI-IA
ou GAI-IB (Ogoshi, 1987; Pascual ef al., 2000; Sneh et
al., 1991). No Brasil, Fenille et al. (2002) relataram a
associag@o de isolados de R. solani GAI-1A com a mela
da soja. Na literatura ndo se encontrou nenhum trabalho de
caracterizagdo de isolados de Rhizoctonia spp. que incidem
na cultura do feijao-caupi. Portanto, este é o primeiro trabalho
com informagdes sobre a caracterizagdo morfologica, de
patogenicidade e do grupamento de anastomose de isolados
de Rhizoctonia spp. associados a mela do feijao-caupi.
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