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POTENCIAL ANTAGONICO DE ESPECIES DE Talchodeama CONTRA
Vernticillium dahliae Kleb. EM BERINJELA

(SoLanum melLongena L.)

Autora: MAITSA PIMENTEL MARTINS

Orientador: Dr.ITAMAR SOARES DE MELO

RESUKO

Buscando meios alternativos para o controle da
murcha verticilar causada por V. dahliae Kleb. elaborou-se
este estudo que teve como objetivosverificar o potencial an-
tagonico de espécies de Thadichodeama no controle de V.dahfiae
An vitro para posterior emprego nos testes Ln v{ivo e em con
dicoes de campo; estudar a sobrevivéncia dos agentes de bio-
controle em solo natural e autoclavado; verificar o poten-
cial dos antagonistas na germinacao de sementes e no desen -
volvimento de plantas. Os isolados de T. hkhoningii ( Twé e
CNP311A); T. viandde (TI5P e Tal-1) e T. hanzianum (CNP17 e
TCi1) foram eficientes na redugao do indculo de V. dahldiae
in vitrho. A faixa 6tima de temperatura para desenvolvimento
e produc3o de metabdlitos foi de 28°C e em relagcao aos pHs
testados verificou-se que os antagonistas nao mostraram com=-
portamento diferencial quanto ao seu crescimento. Entretanto,

a producao de metaboiitos foi favorecida em pH 4,5. 0s isola



dos de T. kondingdd e T. vdindde inibiram o crescimento de V.
dahfiae pela producao de metabolitos volateis, além desses
isolados serem também inibidos pelos proprios metabolitos. A
germinacao de sementes de berinjela foi favorecida pela pre-
senga de antagonistas em solo natural, apesar de concentra-
¢oes mais altas do indculo inibirem a emergéncia de plantulas.
T. koningdiL (Twé) proporcioﬁou o maior tamanho de plantas e
peso seco de plantas. 0s isolados T15P, Tal-1; CNP311A e Twb
sobreviveram em solo natural durante 210 dias. A gquantidade
de indculo de V. dahfiae foi drasticamente reduzida pelo isg
lado CNP17 (T. hanzianum) e neste caso, o biocontrole pode

ser efetivo em condigoes naturais de campo.



ANTAGONISTIC POTENTIAL OF Tadlchodenma SPECIES AGAINST
Venticillium dahliae Kleb. IN EGGPLANT

(SoLanum melongena L.)

Author: MAISA PIMENTEL MARTINS

Adviser: DR. ITAMAR SOARES DE MELO

SUMMARY

The objective of the present study was to identify
the potential of species of Taichodeama to control Verticillium
wilt in eggplant. The following related points were considered:
the antagonistic potential of Tadlchodeama species against V.
dahfiae invitro and in vivo; survival of these species in
natural and sterilized soils, and the effect of Talchodeama spp.
on eggplant seedling emergency and growth. Under controlled
conditions, in vitro , isolates Tw6 and CNP311A of T. koningd4;
TISP and Tal-1 of T. viadde and CNP 17 and TCIlI of T. harnzdlanum
were efficient in reducing V. dahfiae inoculum. For fungus
development and metabolites production, 28°C was the best
temperature, among those tested. pH levels tested showed no
apparent effect on isolate growth, although metabolite production
had been enhanced at pH L4,5. Thought the production of volatile
antibiotics, T. kondingiL and T. vdirdde inhibited V. dahliae

growth, although their own growth had been also inhibited. Egg-



plant seedling emergence was enhanced by Tilchodeama in natural
soil, and inhibited at increasing spore concentration. T.koningLL
isolate Twb6, increased plant leight and dry weight. Isolates
T15P, Tal-1, CNP311A, and Tw6 survived in natural soil for

210 days. The inoculum amount of V. dahfiae was reduced on the
presence of T. harzlanum, isolate CNP17, implying that biocontrol

can be effective under natural conditions.



1. INTRODUGAO

A murcha verticilar causada por Vernticillium
dahliae Kleb.pode destruir campos inteiros de berinjela (So-

Lanum melangena L.) em areas altamente infestadas com o patg

geno.

Os primeiros sintomas se manifestam na planta
através da perda de cor das folhas basais, as quais se tor-
nam amareladas e secas. 0 carater unilateral da doenca € fre
guente, onde pode necrosar apenas uma metade da folha, ou
apenas uma folha ou um s6 ramo da pTanta. Ocasionalmente, a
verdadeira murcha ocorre quando muitas folhas tornam-se fla-
cidas simultaneamente, acompanhada pela perda de turgor nas
raizes. Caracteristicamente, ocorre uma descoloracao vascu -

lar nos tecidos afetados pelo patogeno.

Algumas medidas de controle tém sido tomadas,
como uso de fungicidas, rotagao de cultura e emprego de cul-
tivares com certos niveis de resistencia. O0s fungicidas sao
efetivos exclusivamente em regices de infestacao recente e
de baixa densidade de inoculo. Entretanto, os fumigantes de

sclo tornam-se inviaveis devido ao seu elevado custo e aos



possiveis efeitos adversos sobre o ambiente. A rotagao de
cultura pode nao ser um meio efetivo na redugao das perdas
pela doenga porque o patogeno possui uma ampla jama de hos-
pedeiros, desde as espécies domesticadas até as ervas dani-
nhas. Ademais, as cultivares comerciais de berinjela carecem

de resisténcia a murcha causada por V. dahlfiac.

Esse patogeno pode persistir no solo durante
muitos anos na forma de microesclerdcios (WILHELM, 1954). Sob
condig¢oes favoraveis, microesclerdocios podem germinar e pro-
duzir conidios e hifas, as quais podem infectar as rafzes.
Entretanto, durante essa fase, o patogeno pode ser afetado
pelas interacoes com a microflora. Assim, os fungos antago-
nistas residentes em solos, possuem alguns atributos que po-
dem ser fatais ao patogeno, reduzindo o potencial de inodculo
e consequentemente, causando um declinio na incidencia da

doencga.

Dentre os fungos antagonistas, algumas espé-
cies de Tanichoderma, tais como T. viadde (= T. Rignorum), T.
koningii, T. harzianum, T. hamatum e T. pseudokoningii si-
tuam-se como um dos mais potentes e eficientes saprg
fitas de solo. Produzem enzimas e antibidticos que causam a
degradacao da parede celular de esclerocios, hifas e coni-
dios de seus hospedeiros. Entretanto, o maior problema em se
aplicar antagonistas no solo esta na sua incapacidade de tor

Harem-se estabelecidos no ecossistema e superarem a resistencia



da microflora do solo (SIVAN et afii, 198L). Apesar desses
problemas, as pesquisas na area de controle bioldgico de
patégenos de solo com a introdugao de antagonistas tem sig
nificativamente aumentado e muitos progressos tem sido

alcangados.

0 presente estudo teve por objetivo avaliar
o potencial de algumas espécies de Tradlchodeama para o
controle da murcha causada por V. dahliae em berinjela, co

mo:

A. Selecionar isolados de Tadlchodeama sp. em

condicoes de laboratorio.

B. Testar o potencial de isolados seleciona-
dos An vi{tro para controlar V. dahfiae em condigoes de

campo e de casa de vegetagao.

C. Verificar a influencia de Tadlchodeama spp-.
na germinacao de sementes e desenvolvimento de plantas de

berinjela.

D. Estudar a sobrevivéncia e proliferacao dos

antagonistas no solo e na rizosfera de berinjela.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Venticillium dahliae: sua importancia na cultura

de berinjela

Muitas controversias vem sendo mantidas sobre
a validade das espécies V. albo-atrum e V. dahliae. Alguns
autores consideram V. albo-atrum e V. dahliae, 1linhagens de
uma Unica especie: V. albo-atrum (VIEGAS, 1939; FORDYCE JR.

& GREEN JR., 1964; SHMONTINA & GORLENKO, 1968).

Entretanto, estudos realizados atraves de tes
tes serologicos demonstraram que cada espécie do fungo pos-
sui componentes antigenicos especificos. Evidentemente, exis
tem diferengas significativas entre V. afbo-atrum e V. dah-
Liae, podendo ser consideradas espécies diferentes (TERANI~-

SIHE et alii, 1973).

De acordo com BRUEHL (1986), os dois maiores
patdogenos da murcha verticilar sao V. albo-atrum, que mos-
tra colonias inicialmente claras (albo), tornando-se escu

ras (atrum) com a idade em cultura e V. dahfiae que produz

microesclerdcios em abundancia sobre a maioria dos meios.



Além do mais, V. dahliae & mais comum em re-
gioes de temperatura mais alta, embora, ambas as espécies

sejam encontradas em regioes de clima frio.

A murcha de Verticillium & uma séria doenca
em muitas culturas agronomicamente importantes, incluindo

berinjela, tomate, batata e outras

A rotagao de cultura nao tem sido recomendada
como uma medida eficiente de controle porque a gama de hospe
deiros do fungo € bastante ampla, incluindo plantas cultiva-
Gac e algumas ervas daninhas (SILVA & TOKESHI, 1979). Estas
Gltimas, embora apresentando descoloracao vascular, nao
mostram sintomas externos. Com isto estes autores concluiram
que, Veaticillium spp. pode sobreviver por extensos perio-
dos em hospedeiros nativos durante os periodos de rotacao

de cultura.

A sobrevivencia de V. dahfiae no solo durante
longos periodos € devida a sua estrutura de resisténcia co-
nhecida como microesclerocio (SCHREIBER & GREEN, 1962). Es-
tas estruturas podem germinar repetidamente e produzir peque
nos conidios no solo (FARLEY et afidi, 1971). A esporulacao
pelos microesclerocios € alcancada atraves de suas proprias
reservas. Assim, ciclos amenos de chuva e seca podem produ-
zir repetidos cultivos de conidios, entretanto, eles decli-
nam com a exaustao do microesclerdocio. lsto evidencia que,

muitos dos microesclerocios que germinam durante o periodo



imido perdem sua capacidade de suportar a seca quando o
solo torna-se aerado durante periodos mais secos (BRUEL, 1986).
A transformacao de conidios em microesclerdcios foi observa-
da pela primeira vez por WILHELM (1954). Quando ocorre o’
secamento gradual nas pontas dos conidios, estes parecem in-
char-se e germinam atraves de finos tubos germinativos, com
a consequente formacao de anastomose entre esses pequenos
tubos. Assim, acrescenta o autor, essa massa de conidios po-
de transformar-se entao, em um pequeno microesclerocio de

gcoloracgao escura.

De acordo com PERRY & EVERT (1984), microes-
clerocios sao compostos de celulas vivas e celulas mortas.
Este autor cita o trabalho de Schanathorst!® o} qual diz
que microesclerocio de V. dahfiae, aparentemente, € for-
mado como resultado do desenvolvimento saprofitico do patoge
no e nao durante a fase parasitica ativa do fungo. 0O autor
acrescenta ainda que, microesclerdocios foram encontrados em

varios estadios de desenvolvimento dentro da epiderme, cér-

tex e floema de raizes de batata.

Recentemente, KRIKUM & BERNIER (1987) reporta
ram que as especies de gramineas (trigo, cevada, centeio e

outras) testadas foram capazes de manter V. dahfiae no solo

SCHNATHORST, W.C. Life cycle and epidemiology of VerZti-
cillium. In: Fungal wilt disease of plants. Edited by
M.E.Mace, A.A. Bell, and C.E.Beckman. Academic Press,
New York, pp.81-111, 1981



porque microesclerocios estavam presentes nas raizes de to-
das essas especies. Desta maneira, constatou-se que microes-
clerocios sao importantes fontes de indculo primario (PERRY

& EVERT, 1984).

Devido as dificuldades envolvidas nos estudos
de colonizagao de fungos de raiz, a maioria deles e feita em
casa de vegetacao (GERIK & HUISMAN, 1985). Estes autores en-
contraram que a colonizagao de V. dahfiae ocorre nos primei-
ros estadios de vida da raiz, proximo a ponta. Aléem disto,
as areas de formacao de raizes laterais sao zonas onde ocor-
rem extensivas disrupgoes de células e provavelmente, ha 1i-
beracao de nutrientes. Desta forma, comentam os autores, es-
esses possiveis pontos de entrada para o sistema vascular do
hospedeiro sao, certamente, o proximo passo para a coloniza-

cao do fungo.

Com auxilio de microscopia eletronica, PERRY
& EVERTY (1983) verificaram que a penetracao de hifas ocorre
diretamente através das celulas epidermiais, aparentemente,
ajudada pelas enzimas hidroliticas. Sintomas de murcha foram
primeiramente notados com 2 dias apos as hifas serem encon -

tradas em elementos do vaso na raiz.

As cultivares comerciais de berinjela sao susg
cetiveis a murcha causada por V. dahliae. 0 hibrido F100 e o
mais cultivado no Brasil por apresentar excelentes caracte -

risticas agronomicas, maior vigor e produtividade em <condi-



¢oes adversas. No entanto, € extremamente suscetivel ao patgd
geno. Ja as introdugoes canadenses (RV=-1, RV=-11l, RV-I1l e

R-1V)mostram niveis mais altos de resisténcia a esse patoge-

no (MELO, 198%4).

2.2. Mecanismos de controle biologico de doencas de

plantas

Os organismos antagonistas que tém potencial
para interferir nos processos de vida de patdogenos de plan-
tas, segundo COOK & BAKER (1983) podem agir por antibiose,
competigao, parasitismo e predacao. Antibiose €é a inibicao
ou destruicao de um organismo pelos produtos metabolicos de
outro; competicao entre microorganismos €, normalmente, por
alimentos, espaco e oxigénio; parasitismo e predagao de um

microorganismo pelo outro sao juntamente mais comuns.

0 parasitismo € uma forma comum de simbiose
entre muitos grupos de organismos e estabelece relagoes nu-
tricionais que favorecem a existéncia do parasita (BARNETT,
1963). As atividades parastiticas que consomem outros parasi-
tas de plantas superiores com o objetivo de biocontrole de

doengas de plantas, foram denominadas hiperparasitismo ou para



aqueles parasitas de fungos, micoparasitismo (BARNETT, 1963;
BOOSALIS, 1964; BARNETT & BINDER, 1973). 0 estudo das inter
retacgoes nutricionéis entre fungo hospedeiro e fungo parasi-
ta (micoparasitismo) é similar zquele que ocorrem em
plantas superiores (BARNETT et alil{, 197%). Assim, os micoparasitas
foram divididos em parasitas necrotroficos e biotroficos,

terminologia esta proposta também para parasitas de plantas
superiores (Thrower!, <citado  por BAKER, 1987a). 0s pa-
rasitas necrotréficos (destrutivos) ao entrarem em contato
com seu hospedeiro excretam uma substancia toxica, que mata
a célula hospedeira, utilizando em seguida, os nutrientes

que sao liberados. A maioria dos micoparasitas sao saprofi-

tas e s3o caracterizados pelo rapido crescimento sobre diver

sos substratos (BARNETT, 1963).

Por outro lado, os parasitas biotroficos (ou
balanceados) obtém nutrientes de células hospedeiras vivas e
nao causam quase nenhum dano ao hospedeiro. Neste grupo pode
se incluir aqueles que tem sido denominados como parasitas
obrigatorios (BARNETT & BINDER =~ (1973). .+ Segundo
BARNETT (1963),,0 - parasita pode viver inicialmente como um

parasita biotrofico e por ultimo destruir o protoplasma do

hospadeiro como  um parasita necrotrofico. Ayers

& Adams, citados por BAKER(1987a) n3o endossaram a separacio de

l THROWER, L.B. Terminology for plant parasites.
Phytopathologiche Zeltschanift, Berlin, 56:258-259, 1966.

2 AYERS, W.A. & ADAMS, P.B. Mycoparasitism and its application
to biological control!l of plant disease. In: Biological
control in crop production. Ed. G.C.Papavizas. Tatowa, 1981.



parasitas biotroficos de necrotroficos, pois segundo eles,
existem micoparasitas destrutivos que se comportam como bio-
troficos quando seu desenvolvimento & favorecido pela vida,
ao inveés da morte da estrutura do hospedeiro e, em muitos
casos, a morte do hospedeiro pode nao ser devido & excrecao

de substancias toxicas.

Diversos exemplos de micoparasitismo mostram
promissor o controle biologico de doencas de fungos de solo.
Trichodenma spp. sao antagonistas ou hiperparasitas de mui-
tos patogenos de plantas podendo efetivamente reduzir doen-
cas causadas por esses fungos (PAPAVIZAS, 1985). De acordo
com BARNETT & BINDER (1973), os micoparasitas necrotroficos

sao os mais comuns entre os fungos filamentosos na natureza.

Atualmente, a biologia celular de micopara-
sitas necrotroficos tem recebido consideravel atencao. A pare-
de celular de fungos patogeénicos e composta de B-1,3-glucana
e quitina e as vezes, dependendo do patogeno, a parede celu-
lar é composta de celulose. Isolados de Tadichodeama spp. sao
capazes de crescer sobre a parede celular desses patogenos,
utilizando-a como fonte de carbono. Estes
antagonistas possuem sistemas enzimaticos capazes Qe degra-
dar componentes da parede celular do hospedeiro a??avés da
producao de enzimas hidroliticas como 2-1,3-glucanase, ce-

lulase e quitinase (CHET & ELAD, 1983).

CHET & ELAD (1983) descrevem os passos que



levam ao parasitismo de Rhlzoctondia so0lani por Trdlchodeama
spp. Os quais se iniciam com a detecgao do hospedeiro pelo
antagonista que, provavelmente, ocorre em resposta a pre=
senca de estimulos quimicos liberados, por R. s0fandi. Assim,
quando se estabelece o contato entre os dois fungos, o anta-
gonista tanto pode crescer paralelamente a seu hospedeiro cé

mo enrolar-se npele. 0 segundo passo, seria o reconhecimento

e ligagao do micoparasita ao seu hospedeiro, pois,foi detec-
tada a presenga de lectina sobre a parede celular de R. 30
Landi, a qual liga-se a um carboidrato sobre a parede celular

de Trichodeama spp. 0 terceiro passo seria a ocasional degra

dagao e lise da parede celular.

Interagoes entre T. harzianum e patdogenos de
plantas como R. so0land e Sclerotium hol{sLi, a nivel celu-
lar, foram exaustivamente demonstradas na literatura (CHED
et alidi (1983); BARAK et alid (1985) e outros. Hifas deste micoparasi
ta podem enrolar-se fortemente ao redor da hifa hospedeira
ou entao, produzir estruturas semelhantes a apressorios que
se aderem a parede do hospedeiro. 0 micoparastita dige
re partes da parede celular do fungo hospedeiro e penetra na

sua hifa.

Mais recentemente,ELAD et afil (1987) revela-
ram, através de microscopia eletronica, a presenca de um ma-
terial fibrilar depositado durante a inter relagacde T. hax

z{anum e R. scfani. Aparentemente, este pode ser um polissa
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carideo originado da interagao fangica (CHET et afidl, 1983).

Por outro lado, o micoparasitismo pode estimy
lar fortemente a reprodugao sexual do parasita, embora, o fa
tor nutricional requerido para:sua reprodugao sexual nao ne-
Eessariamente seja um requisito basico para o parasitismo.
Neste caso, o micoparasita pode parasitar algumas espécies
de fungos sem a produgao de esporos sexuais. Segundo BOOSA-
L1S (196L4), estes hospedeiros embora nao possuam substancias
necessarias para a reproducao sexual, contem certamen-
te, alguns fatores que sao imprescindiveis para efetivarem o

parasitismo.

De acordo com ELAD et afii (198L4), especies de
Trhichoderma utilizam o conteddo celular de esclerocios para
seu crescimento e esporulacao apo6s a degradagao da parede
celular. 0 antagonismo durante a dormencia do hospedeiro pode
levar a destruicao do indculo do patogeno através do parasi-

tismo, predagao e competicao dos propagulos.

A maioria de trabalhos encontrados na litera-
tura descrevem as formas antagonicas de espécies de Thadcho-
denrma contra uma gama de patdgenos. Entretanto, VAJNA (1985a)
mostrou o parasitismo matuo entre Fusarium oxyspporum e T.
Longibrachiatun através de enrolamentos de hifas, sitios de
penetracao, formagao de bainhas de protecao (reagao de defe-

sa de T. Longibrachiatum), invasao de hifas e crescimento in



terno de T. Longibrachiatum dentro de células de F. oxyspo-
aum. As atividades micoparasiticas bem como a producao de me
tabolitos tdxices por F. oxysporum sao-comuns pois, este patdge
no pode competir bem sucedidamente com outros fungos pa-
togenicos de solo e saprofitas. Entretanto, &s outras espe
cies como T. hamatum, T. harzilanum, T. pseudokoningii foram

parasitadas e destruidas por F. oxysporum.

Parasitismo miGtuo similar a este foi constata
do. entre diferentes espécies de Trichodeama (VAJNA, 13985b).
Através de um método simples de preparagao de hifas para ob-
servagoes em microscopio de luz, pode-se verificar sitios de
penetragao, estruturas semelhantes a haustorios,crescimento
interno de hifas e formagao de bainhas de resisténcia entre
T. hamatum e T. pseudokoningiL. Segundo este autor, parasi -
tismo mituo pode ocorrer também na natureza. Isto sugere que
a introdugao de um dado isolado de Taichodeama no solo obje
tivando o controle bioldgico, pode sofrer interferencia de

especies indigenas.

0s mecanismos de controle biologico po-
dem ocorrer simultaneamente, durante o processo de vida do
antagonista. Por exemplo, G&iocladium spp. causa a morte e

degradagao de suas hifas hospedeiras pela secregao de anti-
bioticos, alem disto, estes antagonistas enrolam-se ao re-
dor da hifa hospedeira e crescem sobre o conteddo da «celula

morta. Desta forma, € conhecido também que antibiose e compe
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ticao se sobrepoem quando microorganismos em populagoes mis-
tas obtém nutrientes pela secrecao de metabdolitos desencora-
jando o crescimento de competidores (COOK & BAKER, 1983). As
sim, a competicao intra e inter especifica entre organismos
€ um importante fator o qual determina a densidade de popu-
lagoes na natureza. Espécies relacionadas ou aquelas que pre
ferem o mesmo nicho ecologico, normalmente, evitam a competi-
¢ao e ocupam diferentes areas geograficas ou diferentes ha-
bitats na mesma area (Oduml, ¢citado por SCHROTH & HANCOCK,

1981).

Espécies de Tadlchoderma produzem antibioti-
cos de amplo espectro e tém alta capacidade competitiva. As-
sim, o vigoroso e competitivo habito de crescimento de T. vd{
nide € a evidencia de sua natureza fisiologicamente avangada,
fato este que pode explicar o controle de doengas no solo
(DUTTA, 1981). Em geral, organismos produtores de antibidti-

cos tendem a ser tolerantes a eles (BRUEL, 1986).

Houve um substancial interesse por parte de
pesquisadores, apos a descoberta da penicilina, no estudo de
antagonistas de patogenos de planta ( BAKER, 1987b). Ja em

1948, E. Grossard e outros demonstraram que os antibioticos

ODUM, E.P. Fundamentals of Ecology. Philadelphia, London:

W.B8. Saunders, 384 pp. 1953.



foram produzidos no solo por Penicillium, Asperngillus, Tri-
chodenama e Stheptomyces spp. Este autor acredita que os an-
tibidticos produzidos em contato direto entre microorganis-

mos, embora sejam produzidos continuamente e em baixa concen

tragao, podem estar menos sujeitos a decomposigao biotica.

Muitos isolados de Talchodeama spp. sao anta-
gonistas a uma série de fungos, produzindo antibioticos vo-
lateis e nao volateis (DENNIS & WEBSTER, 1971la,b; RA et
alil , 1980 e CAMPOROTA, 1985). A capacidade para produzir
tais substancias varia entre isolados da mesma espécie, bem
como entre isolados de diferentes especies (DENNIS & WEBSTER,

1971a).

Conforme PAPAVIZAS (1985), as técnicas wusadas
inicialmente, para obtencao e caracterizagao de metabdlitos
toxicos produzidos por Talchode ama spp. foram muito simplis-
tas. Assim, a clarificagao da taxonomia do género Talchodexn-
ma por RIFAI (1969) e a introdugao de novas técnicas de pro
ducao de metabdlitos usadas na inddstria microbiana, auxi -
liaram os estudos de DENNIS & WEBSTER (1971a) mostrando-
que T@Lchodeima Spp-. produzem antibioticos diferentes de
gliotoxina e viridina. Estes autores mostraram que outros
antibioticos, tais como trichodermina foram produzidos por
T. vinide e T. polysporum e antibioticos pepticos foram produzidos por
T. hamatum. Entretanto, gliotoxina e viridina podem ter sido produzi-

dos, embora, em pequenas quantidades. PAPAVIZAS et aliil



(1982) induziram mutagao em T. harzianum e os novos biotipos
produziram dois metabolitos nao identificados, sendo um termo-

instavel e o outro termo-estavel.

A produgao de metabdlitos toxicos por Tadcho
denama spp. foi observada por WEINDLING (1934) que concluiu que
o principio letal foi excretado por intermédio de hifas jovens
e o seu efeito fungicida foi mais eficiente apos dois dias da

germinagao dos conidios.

De acordo com PAPAVIZAS (1985), =especies de
Trnichoderma e GLLocladium além de serem boas produtoras de
metabolitos toxicos podem " produzir tambeéem
varias enzimas, tais como as exo e endoglucanase, celobiose e
quitinase. Desta maneira, COOK & BAKER (1983) relatam que
antibiose, competigao, micoparasitismo necrotrofico e pre
dacao podem resultar em lise e derramamento do conteddo celu-
lar do hospedeiro no ambiente. Entretanto, PAPAVIZAS (1985) co
menta que,apesar dos intensos esforgos no estudo dos mecanismos
de antagonismo de Tadlchoderma e GLLocladium,nao se sabe ainda
seu significado ecoldgico na natureza. Apesar dos antibioticos
representarem um importante papel no antagonismo, a competigao
€ um fator que tem sido muito considerado em condigoes naturais

(CHET & HENNIS, 1985).



2.3. Fatores que afetam os agentes de biocontrole

BOOSALIS (1963) cita alguns fatores intrinse
cos e extrinsecos que afetam o parasitismo. Dentre os fato-
res intrinsecos, esta a suscetibilidade do hospedeiro durante

certos estadios de desenvolvimento. Também em aliguns casos,
o hospedeiro pode resistir a infecgao atraves da formagao de
bainhas de protegao. Estas estruturas sao capazes de encapsu-
lar a hifa parasita. 0 tamanho da hifa hospedeira pode atuar
como uma barreira fisica para a penetragao (DENNIS & WEBSTER,

1971¢c).

Além destes, BAKER (1987a) considera que a
variabilidade na produgao de enzimas hidroliticas leva so-
bremaneira a especificidade entre parasita e hospedeiro. r Se-
gundo este autor, os niveis de producao de enzimas se corre
lacionam com a capacidade de cada estirpe controlar um deter-
minado patogeno. Por exemplo, isolados de T. harzianum diferi-
ram no nivel de enzimas hidroliticas produzidas quando mi-=
celio de S. nol4sii, R. s0lani e P. aplanideamatum estavam pre
sentes no solo. De acordo com CHET et afid (1967) este fenome
no esta correlacionado com a capacidade de isolados de Txalcho

deama controlarem os respectivos patogenos no solo.

Ao contrario dos pesticidas usados em contro-

le quimico, a atividade de agentes de biocontrole e bastante
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influenciada pelos fatores extrinsecos no ambiente (BAKER,

1987b).

Dentre os fatores extrinsecos considerados em
afetar o parasitismo esta a nutricao como um dos mais impor-
tantes fatores, pois, tanto a quantidade como a qualidade de
nutrientes influenciam os sistemas fisioldgicos e bioquimi-
cos do hospedeiro. De acordo com BOOSALIS (1963),0 nivel de
carboidratos, por exemplo dextrose, aumenta a quantidade de
parasitismo pelo incremento na suscetibilidade do hospedei-
ro e que, o tipo de carboidrato tambem afeta o parasitismo.
De acordo com STACK et afidi (1987), fontes de carbono e nitro-
genio afetam o crescimento de fungos e a relacao C:N afeta
o padrao de ramificacao e a taxa de elongacao de hifas. Tam-
bem, a suscetibilidade €é afetada pela taxa de carbono e ni
trogenio no meio dependendo do organismo. De acordo com AUBE
& GAGNON (1969), T. vdnide prefere certas fontes e quantida-
des de carbono e nitrogénio para uma maxima esporulacao e
crescimento e nao existe correlacao entre esporulacao e
peso seco de cultura, quantidade de carbono no-meio e taxa
de C:N. Conforme WATANABE et alii  (1987), existe um
efeito sinergistico sobre o controle biologico, com a aplica

cao de fertilizantes nitrogenados e T. hamatun.

Temperatura, segundo BOOSALIS (1963), tem mos
trado afetar o grau de parasitismo em alguns casos, entretan

to em outros, a severidade do parasitismo nao foi afetada pe



las trocas de temperatura. A temperatura Otima para parasi -

tismo de hiperparasitas necrotroficos é de 250 a BOOC.

T. pseudokoningi{i foi usado para controlar
podridao em magas causada por Betrytes cinered  por  TRONSMO
(1983). Houve reducgao na quantidade de doenga quando foi fei
ta a infecgéo artificial, entretanto, o:mesmo nao ocorreu em
condigoes naturais. Conforme esse autor, a razao para o in-
sucesso atribuido ao ensaio de campo foi devido as bai-
xas temperaturas durante o fiorescimento, desfavorecendo,
desta forma, o crescimento do antagonista. De acordo com
JOHNSON et alii (1987), Trichodeama spp. tem tido pouco éxito
no controle de doengas que sao mais severas sob condigoes de
temperatura mais baixa. Consequentemente, T. hamatum contro-
lou tombamento: causado por Pythium spp. em temperatura
na faixa de 170-30°C, mas nao controlou a doenga em 120C
(HARMAN et alii, 1981). Espécies de Tadlchedenma tolerantes
ao frio podem ser efetivas no controle de doengas que causam
murcha ou tombamento (JOHNSON et alii, 1987), pois, doen-
cas causadas por fungos de solo sao frequentemente mais seve
ras a 20°C ou abaixo disto. Entretanto, o biocontrole pode
ser inefetivo em temperaturas mais altas, como 37% (HARMAN

et aliL, 1981).

As preferencias ecologicas de espécies de
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Thichodenma foram discutidas por Danielson & Davey

citados por PAPAVIZAS (1985). Certas estirpes de T. hamatum

e T. pseudokoningii sao adaptadas a condigoes de maior umida
de; T. vinide e T. polysporum sao restritos as areas onde
prevalecem temperaturas baixas, enquanto que, T. harzianum &
mais comum em regioes quentes. T. namatum e T. honingii sao
amplamente distribuidos em areas de condigoes climaticas di-

versas.

Outro fator que, certamente, pode otimizar
a atividade de agentes de biocontrole € o pH do solo (BAKER,
1986). O pH 6timo para crescimento de T. kondingdii e T. haxr
zLianum foi de 4,5 (NELSON & NASH, 1988). Da mesma maneira,
T. harzianum foi mais efetivo no controle de R. s0fand em so

los com pH igqual a 3,5 (MARSHALL, 1982).

Desta forma, ja € conhecido que Trichodernma
spp. desenvolve-se melhor em condigoes ambientais acidas, de
vido a melhoria na germinacao de seus propagulos (CHET &

BAKER, 1981; HARMAN & TAYLOR, 1988).

Solos supressivos com baixo pH mostraram uma
quantidade maior de propagulos (8 x 10° propagulos/grama de

solo) enquanto que,solos com pH 8,1 continham apenas 102 pro

DANIELSON, R.M. & DAVEY, C.B. The abundance of Tadichodexr
ma propagules and the distribution of species in

forest soil. So4il Biology & Biochemistry, New York,
5:485-94L, 1973.



21

pagulos/grama de solo (CHET & BAKER, 1981).

A supressividade a R. s0fandi em monocultura
de rabanete foi alcangcada mais rapidamente em solos alcali-
nos que em solos acidos (LIU & BAKER, 1980). Além disto, os au
tores comentam que houve um aumento na sobreviveéncia
de Tadichoderma spp. em solos mais Umidos em comparacao com

solos mais secos.

Como as espécies de Tadlchodeama sao boas com-
petidoras e saprofitas, torna-se possivel aumentar a ativida-
de destes agentes, pela incorporacao de residuos de plantas
no solo (PAPAVIZAS, 1985). Assim, o antagonista pode ser ca-
paz de aumentar sua atividade saprofitica seletivamente atra
vés da producao de enzimas disponiveis para o biocontrole de
patogeno ( BAKER, 1987a). 0 autor cita um exemplo: apos a
incorporagéo de celulose no solo, seletivamente, houve um au
mento na densidade populacional de T. harzianum, favorecendo

assim a supressividade de R. s0fand no solo.

De acordo com NELSON et aliL (1988),a qualida
de da base alimentar € muito mais importante que os niveis
populacionais de Tadlchodeama para as atividades de controle

bioldgico. Reese & Mandels ' citados por NELSON et alid

1
REESE, E.T. & MANDELS, M. 8-D-1,3 glucanase in fungi.

Canadian Journal o4 Microbiology, Ottawa, 5:173-85,
1959.
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(1988), encontraram que T. vindde produz B-1,3 glucanase quan
do cresce sobre substratos como amido, celulose, manitol e
laminarina. Osautomscomentamqué, as atividades de biocontro-
le aumentaram sobre Pythium spp. quando T. harzianum também

cresceu sobre amido, celulose, manitol e outros.

HADAR et alii (1979) encontraram que quando
T. hanzianum foi aplicado ao solo crescendo em farelo de tri

go, os resultados contra R. s0fani foram muito otimistas.

A proliferacao e o subsequente estabelecimen-
to de agentes de biocontrole no solo dependem da idade e da
forma com que foram adicionados em relacao a base alimentar.
Conforme LEWIS & PAPAVIZAS (1984 e 1985),- as populagoes de

T. virdde, T. hanzianum, T. hamatum e outras espécies de an-

tagonistas aumentaram drasticamente quando o inoculo foi
adicionado ao solo como hifas jovens. Assim, com o rapido
crescimento e desenvolvimento dos agentes favorecidos pela

base alimentar disponivel, houve um consideravel decréscimo
na populacao de patdgenos que se encontravam nessas vizinhan
¢as. Ainda, comentam estes autores, que a idade do inoculo
foi critica para a sua maxima proliferacao no solo. As pre-
paracoes miceliais com | a 3 dias de idade aumentaram 10?3
vezes (em unidades formadoras de colonias/g) em uma semana de inocula-
cao e de 10" vezes para 10° unidades formadoras de <colo-
nias/g em trés semanas de incubacao. Apos seis semanas de in

cubacao houve decréscimo na densidade das populacoes, inde -
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pendentemente da natureza inicial do inoculo.

As preparacoes miceliais usadas por LEWIS
& PAPAVIZAS (1984 e 1985) obtiveram uma mais rapida coloniza
cao do substrato e consequentemente, melhoraram & proliferacgao
e eficiencia dos agentes de biocontrole no solo. Ao contra-
rio, as preparagoes de conidios foram inefetivas em estimu-
lar o aumento das populacoes dos antagonistas nas primei-
ras semanas de incubacao pois, conidios estao mais sujeitos

a fungistase do solo.

A incorporagao de substratos ao solo, por um
lado, pode estimular a produgao de propagulos de Tadichodexrn-
ma spp. mas, por outro lado, o antagonista pode nao possuir
um sistema enzimatico capaz de destruir o patdgeno (HARMAN
et alii, 1981). Por exemplo, a aplicagao de turfa sobre se-
mentes de ervilha nao teve efeito na eficiencia de T. hama-

ftum no sentido de controlar doengas de plantulas, porém, hou
ve um estimulo na produgcao de propagulos do antagonista no
solo. Celulose também nao teve influencia sobre a incidencia
de doenga (HARMAN et alii, 1981), pois, este substrato pode

ser degradado por patogenos como R. so0lfand e Pythium spp.
(ALEXANDER, 1977).

Conforme LEWIS & PAPAVIZAS (1987), wuma das
estratégias importantes para maximizar a eficiencia do bio-
controle trata-se da ocasiao em que o inoculo de Tadichoden-

ma € adicionado ao solo em relacao ao inoculo do patdgeno.
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E provavel que, sob condigoes naturais, o patogeno esteja
sempre presente no solo quando os agentes de biocontrole sao
incorporados ao solo. Estes autores relatam que houve uma redugao com
pleta na sobrevivéncia de R. s0lani quando preparagoes mice
liais de T. hamatum foram adicionadas no solo ao mesmo tem-
PO ou uma semana apos a adigcao do patogeno; uma redugao de
50% na sobrevivéncia quando o antagonista foi adicionado
no solo 2 a 4 semanas apos o patogeno e nao houve reducgao

quando adicionado ao solo com 1, 2 ou 4 semanas antes do pato

geno.

A densidade populacional do antagonista sufi-
ciente para requerer a supressividade em solos tonducivos}‘
ja foi determinéda em alguns trabalhos, como por exemplo LIU
& BAKER (1980);CHET & BAKER, (1981)e outros mais. Entretanto,
McFADDEN & SUTTON (1975) observaram que altas densidades de
populacoes de Tadichodeama spp. foram patogeéenicas as plantu -
las de milho. Além disto, NOL & HENIS (1987) encontraram que
altas concentragoes de indculo de T. hamatum, em meio de cul

tura, contribuiram com o autotropismo de fialosporos.

Desta maneira, HADAR ef alii (1984) acreditam
que para que o agente de biocontrole possa ser capaz de su-
primir determinado patogeno outros fatores devem estar envol

vidos, alem do grande numero de propagulos de efetivos antago

nistas.
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Conforme MIHUTA-GRIMM & ROWE (1986), alguns
fatores como - a identificagcao de antagonistas superiores,
o sistema de multiplicagao e a maneira pela qual o agente de
biocontrole € aplicado, sao de substancial importancia na
eficacia do controle de doengas. BAKER (1987a) acredita que
0 sucesso no biocontrole depende também da populagao do patgd

geno,

Embora diferentes dos produtos quimicos usa-
dos frequentemente, para controle de doencas de plantas, os

agentes de biocontrole sofrem interagoes com o ambiente afe-

tando sobretudo o seu desempenho. Assim, os micoparasitas
devem possuir requerimentos ambientais especificos para as
atividades de controle de doencas. Consequentemente, eles
devem ser aplicados em climas adequados para maximizar o

potencial antagonico (BAKER, 1987a).

2.4. 0 potencial antagonista de Trdichodeama spp. no

controle bioldgico

Recentemente, as pesquisas que envolvem espé-
cies de Thlchodeama tém registrado uma nova fase devido as
facilidades de isolamento e quantificagao de propagulos em
meios de cultura (PAPAVIZAS, 1981; MARTIN, 1987), ao desen -

volvimento de novas tecnicas para estudo da sobrevivencia e

proliferagao no solo e na rizosfera (CHAO et al.il, 1986;



AHMAD & BACKER, 1987a), e com a inducao de novos biotipos re
sistentes a fungicidas (MOYTY et afil, 1982; PAPAVIZAS,1982;
AHMAD & BACKER, 1987a). Grandes progressos tém sido alcancga-
dos tambem, nos estudos de producao de metabolitos e suas
interacoes com mecanismos de agao no biocontrole ( DENNIS &

WEBSTER, 1971a; CHET & ELAD, 1983).

Mesmo assim,o0 uso rotineiro de Thichederma
como agente de controle de doengas ainda € bastante limita -
do. Dentre outras causas, PAPAVIZAS (1985) acredita que este
fato se deve, principalmente, a sua especificidade pois, uma
estirpe de Tadlchodesrma pode potencialmente controlar apenas

uma doenga na maioria das vezes.

Além disto, SCHROTH & HANCOCK (1981) acredi-
tam que, para que haja eficacia no biocontrole, a planta de-
ve ser suscetivel ao patdogeno durante Um curtoperiodo de tem-
po e o agente causal nao pode ser um vigoroso habitante do
solo. Possivelmente, as doengas que causam murchas vascula -
res podem ser mais dificeis de controlar porque a infeccao
ocorre por toda a extensao da planta e ademais, o patdgeno
pode infectar varios sitios ao longo das raizes. Com isto,
estes autores concluiram que a natureza do patogeno € a

principal responsavel pelo sucesso no biocontrole.

Comparado com outros microorganismos, as popu
lagoes de patogenos de plantas sao, normalmente, em nimero

mais reduzido e sao menos competitivos por espago e por
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nutrientes disponiveis. Entretanto, eles podem escapar des-
sa competicao e passar a colonizar os tecidos de seus hoepe-
deiros. Todavia, durante certos estagios de seu ciclo de vi-
da, os patdgenos estao suscetiveis as interagoes com a mico-

logia saprofitica do solo (BETTIOL, 1987).

0s fungos antagonistas, os quais vivem sapro-
fiticamente no solo, provavelmente, produzem algumas substan
cias antibioticas que inibem o crescimento normal de propagu
los de patdogenos no solo, e o crescimento saprofitico dos

antagonistas supera o crescimento do patdogeno, consequente -

mente, reduzem o potencial de indoculo causando uma reducao
na incidéncia da doenca (DUTTA, 1981la). Este autor encon-
trou que T. vdirndde, aplicado em tomate através da imersao

de raizes em suspensao de conidios reduziu consideravelmente
o potencial do indculo de Veaticillium albo-athrum, embora
nao tivesse eliminado o patogeno do solo e também, nao impe-

diu a infeccao do patogeno ao hospedeiro.

JORDAN & TARR (1978) empregaram T. vindde em
um solo previamente infestado com 7. dahfiae e puderam cons-
tatar uma significativa redugao na incidéncia da doenca, aleém
de um consideravel aumento no tamanho de plantas de morangue]l

ro.

Em experimentos realizados em condicoes de
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nutrientes disponiveis. Entretanto, eles podem escapar des-
sa competicao e passar a colonizar os tecidos de seus hospe-
deiros. Todavia, durante certos estagios de seu ciclo de vi-
da, os patdgenos estao suscetiveis as interagoes com a mico-

logia saprofitica do solo (BETTIOL, 1987).

Os fungos antagonistas, os quais vivem sapro-
fiticamente no solo, provavelmente, produzem algumas substan
cias antibioticas que inibem o crescimento normal de propagu
los de patogenos no solo, e o crescimento saprofitico dos
antagonistas supera o crescimento do patogeno, consequente =
mente, reduzem o potencial de indculo causando uma redugao
na incidencia da doenga (DUTTA, 1981a). Este autor encontrou
que T. vindide, aplicado em tomate através da imersao de rai-
zes em suspensao de conidios reduziu consideravelmente, o
potencial do indculo de Vernticillium albo-atrum, embora nao
tivesse eliminado o patogeno do solo e também, nao impediu

a infeccao do patogeno ao hospedeiro.

JORDAN & TARR (1978)empregaram T. viadde em um

solo previamente infestado com V. dahfiae e puderam constatar
significativa reducao na incidéncia da doenca, além de um

consideravel aumento no tamanho de plantas de morangueiro.

Em experimentos realizados em condigoes de
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campo, MELO (1984) mostrou que T. virdde controlou V.dahliae
em cultivo de berinjela, apos a infestacao do solo com o pa-

tdogeno e com o antagonista.

C controle de V. dahfiae através de agentes
de biocontrole (T. vindde) foi alcancado pela
primeira vez na Russia, por Brimistru & Shteinberg', tap

to em culturas de algodao como em berinjela (MAROIS, 1982).

CATAN| et alii (1967) mostraram que T. Lig-
noaum e outros antagonistas foram eficientes no controle de

V. dahfiae apenas no inicio do ciclo da cultura de berinjela.

MAROI!S (1982) isolou trinta e quatro linha-
gens de fungos e apenas seis deles reduziram a inci-
déncia da murcha verticilar de berinjela. Os seis
isolados testados no campo foram Aspengillus alutaceus,

GLLocladium vinens, Paecilomyces Lilacinus, Talaromyces fLa-
vus, Trdichodeama harnzianum e T. vindide. Os resultados de
campo mostraram que P. Lilacinus, A. alutaceus e T.viride re
duziram a Incidencia da murcha verticilar, enquanto que Tala

romyces fLavus, além de ter reduzido consideravelmente a in-

! BRIMISTRU, L.0. & SHTEINBERG, M.E. Study of rhizosphere

mycoflora of eggplants as affected by the application
of Talchoderma Lignoaium Tzv. Akad. Yank hold, SSR,
Ser. Biol. Khim, Nank 7976:87-88, 1978.
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cidéencia da doenca, aumentou o rendimento em peso e em nUme-

ro de frutos.

T. 4fLavus (= P. Uenmicuﬂa;um) tem demonstrado
ocupar a rizosfera de batata, algodao, berinjela (MAROIS et
alil, 1984) e tomate (DUTTA, 198la); e consequentemente, re-
duz a viabilidade de microesclerdcio de V. dahliae. 0Os meca-
nismos postulados para a perda da viabilidade de microescle-

récios incluem antibiose, micoparasitismo e competigao (FRA-

VEL et aliLi, 1987).

Qutro agente causal de murcha vascular em cu}
tivos economicamente importantes e Fusarium oxysporum. Mui-
tas tentativas vém sendo feitas para controlar Fusarium spp.

pelos meios biologicos (SIVAN & CHET, 1986).

MAROIS et afiL (1981) foram os primeiros a de
monstrar o controle bioldgico da podridao da coroa em tomate
causada por Fusanium spp. atraves do uso de T. harzianum.
Entretanto, eles aplicaram uma mistura de isolados de T. hax
zlanum, Penicillium fumiculosum e Aspengillus achraceus em
um campo fumigado .comn brometo de metila. Estes antagonista re-
duziram a incidéncia da doenga mas nao afetaram o rendimento
de frutos. Posteriormente, SIVAN et alil (1987), demonstraram o
efeito benefico de T. harzianum tanto no sentido de reduzir a inci
déncia desta doenga como também, melhorar o rendimento de
frutos. De acordo com este Gltimo autor, a efetividade de T.

harzianum em reduzir as populacoes de F. oxysporum da raiz
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indicou que o antagonista foi um efetivo competidor na rizos

fera, protegendo assim, a ponta de raizes mais jovens.

T. harzianum foi também isolado da rizosfera
de algodao e mostrou ser efetivo no controle de F. oxyspoaum
f. sp. vasingectum,F. oxusperum f. sp. melonis e F. roseum
de algodao, melao e trigo, respectivamente, em condicoes de

casa de vegetagao e campo (SIVAN & CHET, 1986).

Podridao de raizes e tombamento causados,
respectivamente, por F. s0lani f. sp. pisd e P. wltimum foram esty
dadss por dois anos em condicoes de campo. Durante esse periodo ,
sementes de ervilha de uma cultivar altamente suscetivel a
ambos os patogenos e linhas melhoradas para resisténcia a am
bos os patogenos foram tratadas com Fungicidas e/ou esporos
de Trlchodenma spp. No primeiro ano, o rendimento da linha-
gem resistente nao foi afetado pelo tratamento das sementes,
entretanto,o rendimento da cultivar suscetivel foi superior
quando as sementes foram tratadas com metalaxyl e esporos de
T. harzianum. No segundo ano, as sementes tratadas com T. ug&
hide mostraram excelentes resultados, tanto da cultivar susce
tivel como das linhagens resistentes de ervilha. Ademais,
a severidade de P. ultimum foi reduzida, porém, a podridao
de rafzes causada por F. s0land{ f. sp. nao foi controlada.

(KRAFT & PAPAVIZAS, 1983).

De acordo com MELO (198L4), para se alcancar

maiores exitos com agentes de biocontrole, deve-se lancgar



mao de hospedeiros com certo grau de resistencia ao patdgeno
em estudo, pois usando-se hospedeiros suscetiveis, o contro-
le da doenga pode nao ser efetivo apenas com emprego de po-

tentes antagonistas.

Desta maneira, o emprego de Thadlchodeama spp.
aliado a algumas praticas culturais como rotagéo de cultura,
pasteurizacao de solos, uso de fungicidas e variedades resis
tentes pode apresentar melhores resultados do que quando
qualquer um dos componentes é usado individualmente (ELAD et
alidi, 1984; PAPAVIZAS, 1985 e outros).

0 controle biologico de fungos patogenicos
que produzem esclerdcios tem tido sucesso com o emprego de
algumas espécies de Tadichodeama (HENIS et aflii (1984). ELAD
et alii (198L4) reportaram a capacidade de T. harzianum con-
trolar Sclerotium nolfsil, através da producao de quitinase
e B(1,3)-glucanase no interior de esclerdcios atacados du-
rante o parasitismo. Embora estas estrutufas sejam substan-
cialmente protegidas da degeneracao biologica e quimica,
através de pigmentos semelhantes a melanina na sua camada

externa (CHET & HENIS, 1967).

SANTOS & DHINGRA (1982) mostraram que alguns
isolados de T. kRondingii, T. pbeudokoningii e T. harzianum pa
rasitaram esclerdcio de S. sclerotiorum. Entretanto, T. viad
de nao antagonizou esse patogeno. Este resultado dis
crepante pode ser atribuido a variacao na agressividade des-

te isolado em particular.
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Sequndo BAKER & CO00K (1983) "o controle bio-
16gico de esclerocios através de antagonistas, teoricamente,
€ mais viavel porque os esclerocios representam um grande al
vo comparado com outros propagulos, devendo assim serem mais
vulneraveis ao ataque por hiperparasitas. Além disto, a des-

truicao dos esclerdcios ocorre, geralmente, na superficie do

solo'.

WHIPPS (1987) mostrou que isolados de T. haxn-
zianum cresceram atraves do tecido de planta e significativa
mente diminuiram a producao de esclerocios de S.Acﬂenotéondm.
Evidentemente que este nao € o primeiro relato sobre a colo-
nizacao de tecidos de plantas por T. harzianum. CONWAY (1983)

relatou a ocorréncia de podridao em magas, durante estocagem

-

causada por Ts: harzianum, apds o ferimento de frutos.

Alem da exploracao do potencial de especies
de Tadichodeama para o controle de doencas causadas por fun-
gos de solo, alguns estudos tem revelado o potencial destes
antagonistas na melhoria da germinacao de sementes e no
aumento do crescimento de plantas (CHANG et alidi, 1986; WIN-
DAN, 1986). A adicao de T. hanzdianum e T. honingii em solo
autoclavado aumentou a taxa de emergencia de plantulas de tg
mate e fumo em relacao a testemunha.WINDAN et alii (1986) acre
ditanque este fato se deve a produgao de um fator de cresci
mento por Talchodeama spp. que aumenta a taxa de germinacgao
de sementes e peso seco de plantas; e nao somente devido ao

controle de patogenos menores.
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2.5. Estabelecimento e proliferacao de Tadlchoderma spp.

no solo e na rizosfera

A populagao microbiana na rizosfera é, certa-
mente, mais extensa que a encontrada na massa do solo (BRUEL,
1986). Todos os nutrientes e agua necessarios para as plan-
tas passam através da rizosfera (ROVIRA et ali{,1981). Desta manei-
ra, a rizosfera € relativamente mais estavel e produz con-
tinuamente, uma limitada taxa de alimento (BRUEL, 1986). En-
tretanto, segqundo este autor, em solos com alto teor de mateg
ria organica, a massa do solo € mais rica em microorganismos,
portanto, esses residuos organicos efemeros sao rapidamente

explorados.

A abundancia de Talchoderama em varios solos
aliado a sua capacidade de degradar varios substratos orga
nicos no solo, sua versatilidade metabolica e sua resisten -
cia a inibidores microbiais, sugere que eles podem sobre-
viver em muitos nichos ecologicos dependendo das condigoes
predominantes e do gendtipo do agente envolvido (PAPAVIZAS,

1985) .

Em estudos sobre a sobrevivencia de <conidios
de T. hanrzianum no solo, PAPAVIZAS (1981) mostrou que alguns
conidios podem sobreviver por mais que quatro meses sem uma
base alimentar, dependendo, certamente, do isolado usado.
Entretanto, muitos conidios foram, provavelmente, lisados

sem germinar ou se germinaram em resposta a alguns
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nutrientes liberados houve, subsequentemente, lise na ausén
cia de bases adequadas o suficiente para sustentar o cresci-

mento e esporulacao do fungo.

Conforme LEVIS & PAPAVIZAS (1984), a importan
cia ecoldégica de clamidosporos € superior em relagao a so-
brevivencia de conidios no solo. Estes autores verificaram
que isolados de Trichodermo produziram clamidosporos rapida
mente e em grande numero em solo natural e em matéria organi
ca, apos a introdugéo dos fungos no solo na forma de conj

dios.

De acordo com Lookwood! citado por PAPAVIZAS
(1985), quando substratos organicos sao adicionados ao solo
ocorre uma reversao na fungistase, sendo mais pronunciada em
solos acidos que em solos alcalinos. Ainda, comenta o autor,
parece existir uma relagao entre tipo ou tamanho de propagu-
los de Trichoderma e sua sensibilidade 3 fungistase. Assim,
frequentemente, conidios sao mais sensiveis a fungistase que

clamidosporos (que sao maiores) e Hifas sao menos sensiveis

que conidios.

NELSON et alZz (1983) encontraram que a pro

LOOKWO0OD, J.L. Fungistasis in soil. BZol. Rev., 52:1-43.
1377.
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liferagcao de Tadlchoderma no solo € extremamente influenciada
pelo grau de decomposigao da matéria organica, pois, popula-
¢oes de Tradlchoderma nao se alteram em resposta a compostos
verdes, porém, aumentam substancialmente em resposta a com-

postos maduros. Além disto, PAPAVIZAS (1985) comenta que
substratos organicos podem também ser colonizados mais ra-
pidamente pelos fungos patogénico ou saprofiticos possuindo

maior capacidade competitiva saprofitica que os antagonistas.

Consequentemente, comenta PAPAVIZAS (1985), a
colonizagao primaria de um substrato por Talchoderma antes
da adigcao ao solo é uma das maneiras de superar a coloniza -
¢ao secundaria da base alimentar pelos microorganismos do
solo e aumentar as chances do estabelecimento e proliferacao

do antagonista.

De acordo com PAPAVIZAS (1981), Tradlchodeama
spp. hecessita de uma base alimentar adequada para estabele-
cer-se no solo e na rizosfera para maior efetividade do con-

trole bioldgico de doengas de raiz.

0 termo rizosfera foi clarificado por Katz-
nelson! em 1965, citado por BRUEL (1986), o qual refere - se

aquela fina camada de solo aderida as raizes. De acordo com

' KATZNELSON, H. Nature and importance of the rhizosphere.
In: Ecology 04 Soil Plant Pathogens. Ed. W. C.
Snyder and K.F. Baker. Univ. of California Press.
Berkeley. 1965.
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ROVIRA ¢t alii (1981), a rizosfera € aquela zona de solo ao redor
das raizes, na qual os microorganismos sao afetados pelos

compostos organicos liberados pelas raizes das plantas.

0 rizoplano ou a superficie de raiz suporta
relativamente uma alta atividade biologica e reflete mais
sensivelmente que a rizosfera, o efeito da raiz sobre a mi-

croflora e microfauna do solo (BRUEL, 1986).

Conforme Bowen & Fosterl, o maior cres
cimento de '‘microrganismo sobre o rizoplano ocorre nos en-
caixes entre as cé€lulas da epiderme (BRUEL, 1986). Este Glti
mo autor acrescenta que, a maior quantidade de exudagao ocor
re ao longo das jungoes das celulas e que, organismos pro-
dutores de antibioticos e tolerantes a antibidoticos sao favo
recidos por esta fonte continua de alimento. De acordo com
BOWEN & ROVIRA (1976) a capacidade de translocagao de muitos
fungos permite seu crescimento sobre areas onde a exudagao
€ mais baixa. Esta propriedade de translocagao, comentam es-

tes autores, permite a eles o escapa de bactérias antagonis-

tas.

CHAO et alil (1986) encontraram que, na rizos

fera, as populacoes de bactérias e de fungos podem escapar

1

- BOWEN, G.D. & FOSTER, R.C. So«l factons in crop proeduction
in a semd atd environment. Ed. J. S. Russel and E.L.

Queensland. Univ. Press. Australia. 1978.
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da competicao pela colonizacao em diferentes nichos e/ou pe-
lo mesmo grau de separacgao espacial dentro da rizosfera. Con
sequentemente, comentam estes autores, combinacgoes bem
sucedidas de bacterias e fungos podem melhorar o controle

de patdgenos causadores de podridao de sementes e raizes.

Seaundo ROVIRA et alid (1981)aponta da raiz e
isenta de fungos e a colonizagao lateral ocorre do solo
para a raiz. Assim, as espécies iniciais na zona acima da
ponta da raiz sao denominadas as colonizadoras ''casuais', co
mo por exemplo: Fusarium spp., Cylindrocladium nadicicela,

GRiocladium spp., Pendicillium spp., Trdichoderma virndide.

Entretanto, PAPAVIZAS (1985 comenta que, geral
mente, populacoes de Tadlchodearma adicionadas ao solo sao in-

capazes de proliferar na rizosfera de plantas, possivelmente,

devido a falta de nutrientes adequados, a presenca de subs
tancias toxicas na exudagao da raiz, presenca de antagonis -
tas ou microorganismos competindo na rizosfera ou no rizo -
plano. Alguns solos com baixos niveis de ferro sao supressi-
vos a Trdchodeama spp. devido as atividades de Pseudono
nas spp. e seus siderosporos (HADAR et afidl, 1984). Estes au
tores comentam ainda que, os isolados de Talchodeama nativos
podem ser mais adaptados ao solo do que aqueles isolados in-
troduzidos e consequentemente, podem melhor coexistir com a

microflora nativa do solo.
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Embora efetivo em reduzir a incidéencia de
doengas, Tadichodeama spp. frequentemente, falha em estabele-
cer-se na rizosfera (PAPAVIZAS, 1981; CHAO et alii, 1986),
talvez porque estes organismos sejam pobres colonizadores da
superficie de raizes (TAYLOR & PARKINSON, 1961) ou porque
eles sao incapazes de serem transportados pelas raizes atra-
vés do perfil do solo (CHAO et afii, 1986). Se Trnichoderma
spp. nao & capaz de se multiplicar ao longo da superficie da
raiz, a supressao de patdgenos € apenas daqueles que causam
podridao de sementes e doengas em plantulas, mas nao daque-

les que causam doengas em raizes (PAPAVIZAS, 1981; 1985).

CHAO et alidl (1986) verificaram que quando
sementes tratadas com T. harzianum foram plantadas em solo
esterilizado os propagulos foram encontrados no solo e nao na

rizosfera, sugerindo que mesmo sob condigoes favoraveis a co
lonizacao do antagonista ocorre, geralmente, no solo ao in-
vés da superficie de raizes.

Baseado neste enfoque, AHMAD & BAKER (1987a),
induziram mutagao em isolados de T. harzianum na tentativa
de encontrar novos biotipos com potencial para colonizar ri-
zosfera. 0s mutantes obtidos mostraram-se tolerantes ao be-
nomyl e foram capazes de colonizar a rizosfera de varias es-
pécies de plantas. Entretanto, a razao pela qual tais mutan-
tes foram competitivos na rizosfera foi explicada, posteriot
mente, por AHMAD & BAKER (1987b). Segundo estes autores, a
capacidade de colonizar as raizes, provavelmente, deve estar
relacionada com o aumento na atividade de producao de enzi-

mas, tais como celulase, que resultam em uma maior capacida-
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de saprofitica para obter substratos (celulose) sobre o rizo
plano ou rizosfera.

AHMED & BAKER (1987a) acreditam que, se o no-
vo bidtipo possuir uma elevada capacidade de degradacao de
celulose, provavelmente o seu crescimento no solo acompanha-
ra o crescimento das raizes, tornando-o um competente sapro-

fita na rizosfera de plantas.

2.6. Perspectivas no biocontrole

Desde que os agentes de biocontrole foram re-
conhecidos como responsaveis pela supressividade em determi-
nados solos, pesquisadores de varios paises tem se interessa
do pela exploragao desses organismos (BAKER, 1987b). Entre -
tanto, apesar de décadas de intensivos estudos, poucos orga-
nismos tem otbido a eficiencia de outros tipos de medidas de
controle (BAKER, 1986).

Assim, estratégias para promover a efetivida-
de de isolados devem ser empregadas, mas, torna-se importan-
te conhecer antes quais as caracteristicas que poderao ser
manipuladas para tornar o biocontrole mais efetivo (BAKER,
1986). Também, o que se espera de um microorganismo deve,
certamente, ser aplicavel em seus limites ecoldgicos (KENERLEY
& STACK, 1987).

Estes Gltimos citam algumas caracteristicas
necessarias para que um antagonista venha a reduzir a densi-

dade de indculo de patdogenos de plantas que formam esclero-
cios:
A. capacidade para afetar adversamente, a germinacao e via-

bilidade de propagulos;
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B. capacidade para crescer através do solo;
C. possuir boas atividades em condigBes ambientais adversas;

D. sobrevivencia e potencial reprodutivo.

Estas quatro caracteristicas listadas para
agentes de biocontrole podem ser quantificadas e incorporadas
em um programa designado a selecionar estirpes efetivas. Esta
lista, certamente que iria depender da tarefa requerida para
a eficacia do controle, mas existem boas razoes para programas
de selecao serem baseados em mais que uma caracteristica. Di-
versas caracteristicas quando expressas individualmente podem
nao ser eficazes, entretanto, a combinacao delas pode render
consideraveis niveis de controle. Como as caracteristicas sao
quantitativas, elas sao certamente aditivas no efeito. Desta
maneira, a identificagéo de quais as caracteristicas que sao
mais importantes ou desejaveis no controle de um patdogeno de
planta por um antagonista deve ser elucidada antes da extensi]
va manipulagao genética. Este conjunto de informacoes poderia
ser incorporado dentro de programas de melhoramento de estir-
pes utilizando fusao de protoplastos, plasmideos, tecnologia
de transformagao de DNA exdgeno (KENERLEY & STACK, 1987), muta
cao (BAKER, 1986 e 1987a) e parassexualidade.

PAPAVIZAS (1985) considera também como priori
dades na pesquisa de biocontrole, além da manipulacgao gene-
tica para melhorar o nivel de controle, Oos seguintes aspec-
tos: desenvolvimento de tecnologia de fermentacao e de siste
mas de dispersao do antagonista, desenvolvimento de modelos
computadorizados para o entendimento dos efeitos do microam-

biente sobre a sobrevivencia e proliferagao de antagonista no
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio
de Biocontrole de Doengas de Plantas, na casa de vegetacgao e
no campo experimental do Departamento de Genética da ESALQ/
US? (Piracicaba, SP.) no periodo de junho/86 a outubro/88.
Também, no Departamento de Fitopatologia fo-
ram conduzidos alguns bioensaios em condig¢oes de casa de ve-

getagao. -

3.1. Origem da cultivar e hibrido de berinjela usados

Para os experimentos realizados em casa de ve
getacao foram empregadas a introdugao RV-1{1 (moderadamente
resistente 3 Verticif€lLium spp.) e o hibrido Fjgq (susceti-
vel ao patogeno) que € produto de cruzamentos entre as culti
vares Florida Market e Campineira. A introdugao RV-Il | é pro
veniente do Canada e foi multiplicada na Estacao Experimen -

tal da Agroceres, em Betim - MG.

3.2, lsolados de V. dahfiace

Utilizaram-se treés isolados de V. dehifiae,



sendo

1My

(procedente de Piracicaba, SP.),

IM2 (procedente

de Campinas, SP.) e IM3 (procedente de Betim, MG.), onde

berinjela

3.3.

3.

3.

3.

3.

3.

3.

3

3.

foi

3.

4.

o hospedeiro comum.

Meio de agar-agua
agar.
sulfato de estreptomicina

agua destilada

Meio de aveia

aveia

agar

agua destilada

Meio de extrato de malte
malte

agar

dextrose

peptona .

agua destilada

Meio de BDA
batata . .
dextrose
agar

agua destilada

Meios de cultura e solugaes utilizadas

20,0 g
25 Hg

1000 ml

60,0 g
18,0 g

1000 ml

200,0 g
20,0 g
20,0 g

1000 ml
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3.3.5. Meio de Martin (MARTIN, 1950) modificado

para Trichodemma (HOMECHIN, 1987).

Egar . . . . . . . . . . . . . . 20,04
KHZPOQ e e e e e e e e e e 1,0 g
MgS0,.7H,0 . . . . . . . . . .. 0,5
Peptona . . . . . . . .« . . . 5,0 g
Dextrose . . . . . . . . .« . . . 10,0 é
Rose bengal e e e e e e e e 0,033g%
Agrimicin 100 . . . . . . . . . 0,18 gx*
PCNB e e e e e e e e e 0,20 g =
Agua . . . . . . . .« . . . . . 1000 ml

* modificagoes introduzidas
3.3.6. Solugao salina (0,85%)

Cloreto de sodio . . . . . . . . 8,5 g

agua destilada . . . . . . . . . 1000 ml

3.3.7. Solugao nutritiva completa (SARRUGE, 1975)

Solugdes estoques Quantidade(/litro)
KHZPOQ . . . . . . . . . . 1 ml

KNO3 e e e e e e e 5 ml
Ca(NO3)2 e 5 ml

MgSO, . .. 2 ml
Micronutrientes. . . . . . I ml

HaBOg. o o o L 2,86 g
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MnCIZQHZO e e e e e e e o .. 1,81 g
ZnCly « « v v v oo o .. .. 0,10 g
CuCly + « « « « v v o o . . . 0,0kg

HpyMoOy. H,0 . o . . . . . . . 0,02g

FeEDTA . . . « . o + « O .. I ml.

3.4, Isolamentos de V. dahliae

Plantas de berinjela com sinto-
mas tipicos de murcha foram cortadas em pedagos de aproxima
damente 5 cm sendo primeiramente, flambados e entéo,su§
metidos a uma assepsia superficial com solugao de hipoclori-
to de sédio a 2% (2 3agua:1 hipoclorito) durante aproximadamen
te 3 minutos. Em seguida, o material foi lavado em agua des-

tilada esterilizada, por 3 vezes consecutivas, e fez-se en-

tao, a excisao da casca.

Com auxilio de uma lamina foram extraidos pe-
quenos fragmentos de tecido do caule e transferidos para pla

cas de Petri contendo agar-agua.

As piacas de Petricom os fragmentos de tecido fo
ram levadas para incubagao no escuro, em 26-27°C e as colo-
nias obtidas foram repicadas em placas de Petri, contendo
meio de aveia. As culturas de V. dahfiae foram posteriormente
transferidas para frascos contendo acua-destilada esteriliza

das a 1009C, conforme proposto por CASTELLANI (1937).
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3.5. Preparo do indculo de V. dahliae

3.5.1. Para aqueles experimentos realizados em labo-
ratorio, o indculo foi sempre multiplicado em placas de Pe-
tri (90 mm) contendo 30 ml de meio de aveia. A partir do es-
toque, retirou-se uma aliquota da suspensao de conidios e de
pois transferiu-se para placas contendo meio de aveia. Com
auxilio de alca de Drigalsk o indoculo foi regularmente espa-
lhado na superficie do meio. As placas foram vedadas com uma
camada de pléstico fino e em seguida, levadas para camara de

incubagao a 26 * 1°C, durante 10-12 dias.

Discos de meio de cultura contendo micelio
e conidios foram extirpados do meio atraves de um cortador

de metal com diametro de 1 cm-

3.5.2. Para aqueles experimentos que exigiram maior
quantidade de indculo, empregou-se o milho pipoca como subs-

trato:

A. Frascos com capacidade para 500 ml tiveram
1/3 de seu volume ocupado com milho pipoca, juntando-se agua
destilada ate 1,0 cm além do nivel do milho. Cs frascos fo-
ram autoclavados durante 60 minutos, a 120°C. Aliquotas da
suspensao de conidios forantransferidaspara os frascos. A incu
bagéo ocorreu no escuro, a 25 - 26°C, durante 30 dias. Feito isto,
efetuou-se a avaliacao da concentracao de conidios com auxf-

lio de um hemacitometro, apos a filtragem do fungo em quatro
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camadas de gase. A seguir, adicionou-se agua de torneira

para ajustar até a concentracao desejada.

B. Sacos de polipropileno (30 x 25 cm), con-
tendo 300 ml de milho pipoca acrescidos com 200 ml de 4&gua
destilada autoclavados por 60 minutos, a IZOOC, receberam
através de uma seringa plastica de 20 ml, uma suspensao de
5 ml de coniduos proveniente do estoque de fundos. A concen
tracao de 104 conidios/ml foi determinada atraveés da camara
de Newbayer, apos a suspensao de conidios ter sido filtrada

em quatro camadas de gase.

3.6. Isolados de Tadichoderma spp.

Foram testados 47 isolados de diferentes es-
pécies de Tadlchodeama, procedentes de varias regioes do Bra
sil para determinar sua capacidade de antagonizar V. dahliae.

Estes isolados foram estocados conforme o mé-
todo proposto por CASTELLANI (1937).

A Tabela | mostra a relacao dos isolados de

varias espécies de Tadlchodeama empregados nos ensaios.
3.7. Preparo do indoculo de Taichodeama spp.

3.7.1. Para os testes realizados em condigoes de la
boratorio, discos de meio de agar contendo micélio e coni~-
dios (discos de a.m.c.), armazenados em frascos com agua
destilada esterilizada foram transferidos para placas de
Petri contendo meio de aveia e incubados por trés dias em
temperatura ambiente, sob regime de luz constante. O inoculo a ser

repicado foi retirado, preferencialmente das bordas da colonia



L8

Tabela 1 - Isolados de Tadichodenrma spp. empregados nos
testes de antagonismo
lsolados Procedencia Tipo cultura
Tws Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA{PR) -
Twb Cedido pelo CMPSo-EMBRAPA{PR) -
Twd Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) -
Twlo Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA (PR) -
Twll Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) -
Twlh Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA (PR) -
Twlbé Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA (PR) -
CNP17 Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA (PR) -
CNPL7 Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA (PR) -
CNP311A Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA (PR) -
CNPL2L Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) -
TCI | Piracicaba (SP) -
TAP Piracicaba (SP) -
T32 Piracicaba (SP) -
T218 Piracicaba (SP) -
T329 Piracicaba (SP) -
T362 Piracicaba (SP) -
Th10 Piracicaba (SP) -
FYL413 Mutante-Biobras (MG) Mutante celulolitico
Tal-1 Mogi-das-Cruzes (SP) Alface
Tal-3 Mogi-das-Cruzes (SP) Al face
Tal-4 Mogi-das-Cruzes (SP) Alface
Tal-5 Mogi-das-Cruzes (SP) Alface
Tal-6 Mogi-das-Cruzes (SP) Alface
Tal-8 Mogi-das-Cruzes (SP) Alface
Tal-9 Mogi-das-Cruzes (SP) Alface
Tal-10 Mogi-das-Cruzes (SP) Alface
H-1 Piracicaba (SP) Berinjela
D-1 Anhembi (SP) Pimentao
D-7 Anhembi (SP) Pimentao
Ti - -
T2P Cedido p/ Depart? Micologia da U.F.P.- Recife
Thp Cedido p/ Depart? Micologia da U.F.P.- PRecife
TIOP Cedido p/ Depart? Micologia da U.F.P.- Recife
T15P Cedidp p/ Depart? Micologia da U.F.P.- Recife
T17P Cedido p/ Depart?® Micologia da U.F.P.- Recife
TIV - -
TV - -
TVI1 - -
TB1 1 - -
TBI 11 - -
TRIP - -
TC - -
TH15 - -
M1 - -
TISE - -
16-9 (T.virdide] Piracicaba (SP) Berinjela
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através de um cortador de metal com | cm de diametro. Este

procedimento padrao serviu @ todos os testes.

3.7.2. Para os testes realizados em condigoes
de casa de vegetacao e de campo empregou-se milho pipoca co-

mo substrato para desenvolvimento de Talchodeama spp.. A me-

todologia foi basicamente a mesma descrita para V. dah-
£iae conforme mostra o item 3.5.2.B , mudando-se apenas a
técnica de repicagem do fungo, que ao invés da injecao de

suspensao de conidios, abriu-se os sacos de polipropileno e
adicionou-se 6 discos de aaar. contendo micélioe conidéos que
cresceram conforme as condigoes descritas acima. Este mate-
rial, em seguida, foi incubado na presenca de luz fluorescen

te a temperatura ambiente, durante 14 dias.

3.7.3. Graos de arroz empalhados foram também
usados como substrato, preparados conforme metodologia des-
crita acima, naqueles experimentos onde foi
avaliada a influéncia de Tadlchoderma spp. na germinagao de

sementes e no desenvolvimento de plantas

3.8. Preparo de mudas de berinjela

Sementes do hibrido Fjgg e da cultivar RV-1I1|

foram, separadamente, colocadas em um becker (1000 ml) com
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aproximadamente 800 ml de agua de torneira, para selecionar
as sementes viaveis (fundo) das sementes inviaveis (superfi-
cie). Em sequida, efetuou-se a assepsia superficial das.se-
mentes com hipoclorito de sédio a 1% (1 hipoclorito:5 4&gua

destilada esterilizada) por 3 minutos.

As sementes foram lavadas por 3 vezes e colo-

cadas para secar a temperatura ambiente, sobre papel de fil-

tro.

A semeadura foi feita em caixas de isopor
(Plantagio) contendo a seguinte mistura: | solo:1 areia:l es
terco.

As adubacoes foram feitas com solucao nutrit]

va completa e também com solucao de sulfato de amonia (1:10)

durante a fase de desenvolvimento das plantulas.

As mudas foram transplantadas tanto para os

vasos como para o campo, com 15-20 cm de comprimento.

Em todos os experimentos de casa de vegeta-
cao empregou-se F1600 e RV-111l, entretanto, o ensaio de cam-

po foi executado somente com o hibrido.

3.9. Critérios de avaliacao

3.9.1. Para os testes de antagonismo em confronta-
cao direta, a porcentagem de colonizacao de Tadlchoderma spp.

foi determinada segqundo o critério de CAMPOROTA (1985), sendo:
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. -~ _ DT x 100
%z C DE onde,
DT = ¢é a distancia (cm) percorrida sobre o eixo que liga

os dois explantes e,

DE

€ a distancia que separa os dois explantes (aproxima-

damente 4,0 cm).

3.9.2. Para os testes realizados em condigoes de ca
sa de vegetagao a reacao do hospedeiro foi avaliada pela fre-
quéncia de plantas infectadas, observando-se os sintomas ex-
ternos (murcha e amarelecimento de folhas) e internos (escu-

recimento dos vasos).
3.10. Experimento 1: Testes de laboratorio com Tadlchoder-
ma spp. x V. dahfiae

3.10.1. Selegao de isolados com potencial para o

controle de V. dahfiae

O0s 47 isolados de Tadichodearma spp. da Tabe-

la | foram testados contra o isolado IMp atraves do teste de
culturas pareadas, conforme BELL eX afiL (1982), onde

discos de a.m.c. de V. dantiae, ' foram
colocados em placas de Petri (90 mm) com BDA, a uma

distancia de aproximadamente 2,0 cm de seus bordos.

Esse material foi incubado durante 10 dias

em temperatura ambiente, na auséencia de luz até que as co-



1dnias atingissem o tamanho médio de 4,0 cm de diametro.

A seguir, foi feita a repicagem de Txadichedexn
ma spp. nas placas em posicao oposta a colonia do patdgeno e
assim, as colonias foram incubadas durante 5 dias, na pre-

senca de luz fluorescente a temperfatura ambiente.

As avaliacoes foram feitas baseando-se no cri
tério de BELL ef alil (1982), onde usou-se uma escala de no
tas variando de 1 a 5, na qual:o valor 1 foi atribuido quan-
do Trndlchoderma sp. invadiu completamente o patogeno e coloni
zou todo o substrato; 2, quando o antagonista invadiu
pelos menos 2/3 da superficie do meio; 3, quando o an-
tagonista e o patdgeno colonizaram ambos a metade da superf]
cie do meio; 4, o patogeno colonizou no minimo 2/3 da super-
ficie do meio e este parece se opor ao antagonista; e final-
mente, o valor 5, quando o patogeno invadiu completamen

te o antagonista e ocupou toda a superficie do meio.

Cada tratamento teve 3 repeticoes e o delinea

mento usado foi inteiramente casualizado.

Os isolados de Taichodeama spp. selecionados
a partir deste teste, 'foram aqueles que receberam nota |

e em alguns casos, 0os que receberam nota 2.
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3.10.2. Teste de antagonismo em confrontagéo direta

Dentre os isolados de Tadlchodeama spp. sele-
cionou-se 20 ‘isolados, O0s quais apresentaram os melhores
resultados de acordo com o critério de notas desenvolvido
por BELL et alidi (1982). Esses antagonistas selecionados fg
ram taxonomicamente classificados pelo Departamento de Mico-
logia, da Universidade Federal de Pernambuco e a par-
tir daqui, empregados na maioria dos testes. Sendo eles: T.
vindide Pers. ex S.F. Gray (Tal-1, TI15P); T. aureo-virdide Ri-
fai (Tal-b, Tal-g, Tal-9, Tal-10, Twlé, THI5, T410, T218);T.konin
gii (Twé; CNP311A);  T. pseudokoningii Rifai (Twll; TV; TISE;

TiV; TI0P); T. harzianum Rifai (CNPV7; TCIt; Tw5).

A metodologia descrita aqui corresponde basi-
camente a mesma empregada anteriormente, substituindo-se ‘ape
nas o meio de cultura BDA pelo meio de extrato de " malte

{pH 6,0).

0 criterio de avaliacao usado aqui foi descri
to no item 3.9.1. e o periodo de crescimento de Tadlchodeama

em placas de Petri foi de 3 dias, no escuro, a 27OC.

0 procedimento estatistico obedeceu ao deli-
neamento inteiramente casualizado, com 3 repeticoes. 0Os tra-
tamentos constaram de culturas pareadas de 20 isolados de
Taichodeama spp. e V. dahliae,além do controle com o an-

tagonista na ausencia do patdogeno e tambéem, do controle com

apenas V. dahliae.
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3.10.3. Teste de antibiose

Este método consiste em se cobrir asseptica-
mente a superficie do meio de extrato de malte (pH 6,5) com
discos de papel celofane (9,0 cm de diametro). A seguir,
discos de agar contendo micelios e conidios de Trlchederna spp. foram
colbcados no centro, sobre a superficie do papel celofane

(DENNIS & WEBSTER, 1971a).

As coldnias foram entao, incubadas por 48 ho-

ras, a temperatura ambiente, na presenca de luz fluorescente continua.

Em seguida, efetuaram-se medicoes do diametro
médio das colonias e finalmente, retirou-se o papel celofane

juntamente com a colonia do antagonista.

As placas foram invertidas e receberam 30 ml
de cloroformio cada,na sua parte inferior. A posicao origi

nal das placas foi recuperada apds a evaporacgao total do pro

duto. A seguir, adicionou-se uma ‘alfquota de I ml

de uma suspensao de conidios de V. dahliae sobre o meio, es-
palhando uniformemente o indculo com auxilio de uma alga de
Drigalsk. As placas foram levadas para camara de incubagao

o - .
a 25 C, na ausencia de luz.

As avaliagoes foram tomadas através do diame-
tro médio do halo formado, apos 3 dias, pois conforme DENNIS

et alil (1970a)as substancias volateis podem se perder com
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periodos mais longos de exposigao.

Cada placa de Petri (90 mm) conteve rigorosa-
mente 30 ml de meio de extrato no seu conteudo, em todos os
ensaios que uwsou-se o referido meio.

Além do mais, estes testes foram repeti
dos com os‘trés isolados de V. dahliae (IM];IMZ; IM3) e o
delineamento experimental usado foi inteiramente casualizado,

com 3 repetigoes. Este teste foi repetido duas vezes no tempo.

3.10.4. Estudo sobre interagao de hifas de Talchodexn

ma spp. e V. dahliae

V. dahliae cresceu em meio de BDA e em meio
de extrato de malte o tempo suficiente para ocupar uma parte
da laminula de vidro que fora disposta anteriormente na posi-

sao frontal do indculo. As colonias foram incubadas a

25-26OC, na ausencia de luz , durante 8-10 dias.

A seguir, semeou-se um disco de (a.m.c.) do an
tagonista na placa e, assim que ocorreu o encontro das hifas
sobre a laminula, estas foram retiradas e coradas com lactofe
nol, disposto antecipadamente sobre a laminula, para efe -

tuar as observagaes microscopicas.

Os isolados de Talchodeama spp. usados foram
Tw6;CNP31EA; Tal~1; T15P; Twlb; TChl; CNP-17; Tal-6; Tal-9; TISE pa
ra IMy. Entretanto, para IMp apenas TIV e para IM3: THIS,

TV; Tal-1; TwS; T410; Tal-9; Tal-10; Twb; Twlé; T218.
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3.10.5. Influéncia de pH e temperatura no crescimen-
to e na produgao de metabolitos de T. konin-

gl e T. virnide

Foram empregados quatro isolados de Txadlcho-
deama spp. que apresentaram os. melhores resultados nos tes-
tes antibiose (item 3.10.3) devido ao maior tamanho dos ha-

los de inibigao: (CNP3114, Twb) e T. vindide (Tal-1 e TI5P).

A metodologia usada foi a mesma descrita
anteriormente no item 3.10.3, ou seja, a técnica do papel

celofane proposta por DENNIS & WEBSTER, 1971a).

Para tanto foram empregados trés niveis de
pH: 4,5; 5,5 e 6,5 em cinco diferentes temperaturas : 130,
18°, 23°, 28% ¢ 32° + 1°C e o isolado IMI de V. dahliae na
L

concentracao de 10" conidios/ml.

Apos a semeadura do antagonista nas placas de
Petri, as colonias foram incubadas nas referidas temperatu -
ras em estufa NK SYSTEM, na ausencia de luz. Apds o periodo
de incubagao de Talchoderma spp. (48 horas), as coldnias fo-
ram retiradas das platas de Petri e adicionou~se 0,12 ml da
suspensao de conidios de V. dahliae M, (th confdios/ml)

sobre o meio.

As avaliagoes foram feitas através da tomada
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do diametro médio das colonias de Taichederma spp. antes da
retirada da membrana de celofane, e tamhém, através do diame

tro medio do halo produzido.

0 delineamento usado foi inteiramente casualj
zado com 3 repeticoes. Este teste foi repetido duas ve-

Zes no tempo.

3.10.6. Efeito de metabolitos volateis no crescimen-

to de V. dahliae

Para testar o efeito de metabélitos volateis
de T. virndide (Tal-1; TI5P) e T. koningii (CNP311A, Twé) sobre o
crescimento de V. dahliae (IM;), posicionou-se tampas de
placas de Petri (90 mm) umas sobre as outras, apos se ter
vertido meio de extrato de malte em cada uma delas. Assim,
na extremidade inferior semeou-se o antagonista e na outra,
o patogeno, ambos na forma de disco de a.m.c.
As tampas foram vedadas lateralmente com uma membrana plasti-
ca e em seguida, esse material foi incubado em temperatura

ambiente sob luz fluorescente continua.

A testemunha recebeu um disco de micélio de
V. dahfiae na extremidade inferior e outro na extremidade

superior da placa.

As avaliagoes foram feitas apos 7 dias de
crescimento dos fungos, onde foram tomadas medidas do diame-

tro médio da colonia de V. dahliae.
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0 delineamento experimental usado foi inteira

mente casualizado com 4 repetigoes.

Este teste foi repetido duas vezes no tempo.

3.10.7. Teste de competigcao de isolados de Tralcho-

derma spp. em meio de cultura

0 objetivo deste bioensaio foi verificar se
ocorre inibicao do «crescimento das coldnias quando "dois

isolados de Tndlchoderma spp. ocupam o mesmo substrato.

T. honingid (CNP311A,Twib)e T. yindde (T1SP e
Tal-1) foram arranjadas em forma dialélica e a metodologia u-
sada foi a seqguinte: placas de Petri (90 mm) com aproximada-
mente 30 ml de meio de extrato de malte (pH = 6,0) tiveram
dois discos de a.m.c. ~ dispostos em posigao oposta

um ao outro, separados 4,5 cm entre si.

0 material foi incubado durante 96 horas, no

o
escuro, a 27 C.

Os tratamentos foram comparados com o contro-
le, o qual cresceu isoladamente em placa de Petri, correspon

dendo a cada isolado separadamente. Cada tratamento foi repe

tido 4 vezes.

As medidas do raio de crescimento foram toma-
das apos o confronto das colonias em intervalos de 24  horas,

totalizando quatro avaliacgoes.
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3.10.8. Teste de auto inibigao por metabolitos de

Trichoderma spp.

0 objetivo deste bioensaio foi complementar
o teste descrito anteriormente (item 3.10.7) e detectar boas
combinagoes de isolados para emprego de misturas de isolados

em testes posteriores em condigoes de casa de vegetacgao.

Para tanto foram feitas combinagoes dialeli-
cas entre T.kRoningii (CNP311A; Twb) e T. vindide (Tal-1; TI5P)
em placas de Petri contendo meio de extrato de malte (30 ml)
cobertas assepticamente com papel celofane. Em cada placa
foi colocado um disco de micelio na posicao central e, incu-
bou-se as colonias durante 48 horas, no escuro, a uma

temperatura de 27°¢C. 0 pH dc meio de cultura foi de 6,5.

A seguir, retirou-se a membrana de celofane
juntamente com a colonia de Tadichodeama spp. e, outro disco
de micelio de Tadichodenma spp. foi colocado novamente, no
centro de cada placa. Esse material foi novamente incubado

nas mesmas condigcoes descritas anteriormente.

As avaliagoes foram feitas atraves da tomada
do diametro medio da colonia que cresceu no meio acrescido

com metabolitos de Taichodeama spp. apos 3 dias.

O0s tratamentos corresponderam a todas as com-
binagoes possiveis entre os quatro isolados, inclusive com-
binagoes de metabolitos e crescimento de colonias com seus

proprios isolados.



0 delineamento empregado foi em blocos casua-

1izados com quatro repeticoes.

3.11. Experimento |l: Interacao entre Talchodeama spp. e

V. dahliae em condicoes de casa de vegetacao

3.11.1. Teste de antagonismo |: Infestagcao do solo com

V. dahliae anterior a Trichodeama spp.

Vasos plasticos com capacidade para 5 kg de
solo tiveram seu volume ocupado com uma mistura contendo 2:1
de soloe esterco . anteriormente, autoclavada por 60 minutos
(120°C). 0 indculo (1M e 1M3) foi misturado ao substrato
previamente umidecido. A cada 30 kg de substrato (mistura de
solo) foram empregados aproximadamente 1000 ml da suspensao

de confdios (10°  confdios/ml), sendo entao, manualmente

homogeneizado ao solo.

0s isolados de Tadichoderma spp. usados foram
preparados em frascos de vidro (500 ml), os quais continham
300 ml ocupados por torta de filtro Oliver e infestados com
3 discos de micélio e conidio (1,0 cm). A incubagao das colQ
nias se deu na presenca de luz, em temperatura ambiente, du-

rante 30 dias.

Foram empregados quatro isolados de Talcho-
deama SDp.: CNP311a, Twé (T. koundingdidi] e Tal-1; T15p

(T. vindide) selecionados pelo teste de antibiose (item 3.10.3).
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Assim, seguindo a infestacdao do solo com [IM)
e também com |M3 separadamente efetuou-se outra infestagéo,
porém, empregando-se 300 ml de torta de filtro Oliver pre-
colonizada com Tadichodeama spp. Adicionaram-se também 100
ml de melagcoa 2% ao solo nos vasos.

Finalmente, efetuou-se o transplante das mu-

das de berinjela, sendo 4 plantas por vaso.
As irrigacoes foram feitas diariamente.
A temperatura média em condigoes de casa de

vegetacao foi 24°¢C no periodo de julho a setembro/37.

As avaliacgoes foram iniciadas a partir do
302 dia apos o transplantio das mudas e foram feitas atra
vés da contagem do ndmero de plantas com sintoma de murcha

verticilar.

0O delineamento usado foi em blocos ao acaso,
com b4 repeticoes e os tratamentos usados foram Trnichoderma
spp. x U. dahliae, controle <com V. dahfiae, controle

com Trdlchoderma spp. e o tratamento em branco.

Fez-se necessaria a aplicagao-do inseticida
CARTAP no ensaio,devido ao aparecimento de moscas minadoras

(Liniomyza sp.) nas folhas.

Visando complementar este estudo, foram fei-
tos isolamentos do solo para verificar a sobrevivéncia de
Tadlchoderma spp., apos 72 dias da infestacao do solo com os

antagonistas.
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3.11.2. Teste de antagonismo !l: Infestagao do solo com

V. dahfiae posterior a Tadlchoderma spp.

Neste caso, usaram-se vasos plasticos (5 kq)
contendo 3 camadas diferentes de substrato, sendo a primeira
camada constituida de areia + torta de filtro Qliver pré-colog
nizada com Talchoderma, na relagao 1:2; a segunda de solo +
torta de filtro Oliver e, por Gltimo, areia novamente. Fras-
cos de 500 ml contendo torta de filtro pré-colonizada com Thi
chodeama foram usados em cada vaso, além da adigao de 20 ml
de melago a 2 %. 0 preparo do indculo do antagonista foi exa-
tamente como descrito anteriormente, alterando-se apenas a
sua ‘quantidade sendo usado neste Uultimo 400 ml em

cada vaso. A analise do solo encontra-se na Tabela 10 (Apendice).

A infestagao do solo dos vasos com o patdgeno
somente foi feita no 149 dia apds o transplante das mudas,
onde foram empregados 20 ml de inoculo (4,5 x 10° conidios/
ml) por planta, de cada isolado de V. dahliae (1M} e TMB),

que cresceram em milho pipoca (item 3.5.2.A).

Trinta dias apcs a infestagcao do so-
lo com os isolados de Tadlchoderma spp., adiciou-se mais 200
ml de torta de filtro (pre colonizada com o antagonista + me-

lago a 2%).

0 delineamento experimental usado foi em blog

cos ao acaso com 5 repetigoes. Além dos tratamentos com Taf
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chodenma spp. x V. dahfiae, das testemunhas usando apenas o
patogeno ou apenas o antagonista, usou-se também o trata-
quimico com benomyl (35g/100 ml de agua + TWEEN 80 a 3%) no
7¢ dia apés a inoculagao com os isolados (M] e IM3). 0 trata-
mento em branco foi usado para comparagoes com os outros tra

tamentos. Cada parcela experimental (vaso) teve 4 plantas.

As avaliagoes foram iniciadas a partir do 30°
dia, apds a infestagao do solo com o patogeno, atraveés da

contagem do numero de plantas com sintomas tipicosde murcha.

0s isolados de Talichodeama usados foram: Twb

’

CNP311A (T. koningdd), TI15P, Tal-1(T. vindide).

Este ensaio foi executado no periodo de agos-

to a novembro/87. Nesta fase a temperatura média foi de 28°9C.

As irrigacoes foram feitas diariamente com

agua de torneira.
Fez-se necessaria algumas aplicacoes do acari

cida NEORON.

Visando a complementagao deste estudo, foram
feitos isolamentos do solo, para verificar a sobrevivencia
das populagoes de Talchoderma spp., apos um periodo de

75 dias.

3.11.3. Teste de antagonismo f1i: Infestagao simulta-

nea do solo com V. dahfiae e Taichodenma spp.

0s antagonistas testados foram: T. harzdanum
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(TCITI, CNPIZ), T. koningidi (CNP311A,Twb) e T. vinide (Tal-1,
T15P), sendo estes os isolados que melhores resultados apre- .

sentaram no teste de antibiose (3.10.3).

0 isolado mais patogénico de V. dahfiae UME\

foi reisolado de plantas doentes e usado aqui neste teste.

Apos a preparacao do substrato~ milho pipoca,
(item 3.5.2.B) foram. injectados 5ml de uma suspensao de conf-
dios (IOA conidios/ml) através de uma seringa plastica (com
capacidade para 20 mi), perfurando os sacos de polipropileno
na sua parte superior, com a agulha. 0 substrato foi homoge-
neizado e incubado durante 7 dias, a 26°C, no escuro. Em se-
guida, os sacos de polipropileno foram novamente abertos
na sua extremidade superior, em ambiente asseptico, e recebe--
ram 6 discos de a.m.c. de Trichodeama spp.,
além da adic¢ao de 5 ml de agua destilada esterilizada nesse

recipiente, para manter a umidade.

0 material apos 15 dias de incubagéo, no escuy
ro, a ZSOC, foi preparado para a segunda fase do ensaio, on-
de os sacos de polipropileno foram abertos e seu conteudo de
positado em baldes (15 litros) e homogeneizado manualmente.

Isto foi feito separadamente, para cada tratamento.

Vasos plasticos com capacidade para 2kg tiveram
2/3 de seu conteddo ocupado com uma mistura de terratareiatester

co em partes iquais. Em seguida, adicionaram-se 100 ml de incdculo em
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cada vaso e cobriu-se novamente, com a mistura de terra e
efetuou-se o transplante das mudas de berinjela RVIII e F100

para os vasos. A analise do solo esta na Tabela 10 (Apéndice).

0 delineamento usado foi em blocos ao aca -
so com nove repetigoes por tratamento. Os
tratamentos foram Tadlchodeama spp. x V. dahlfiae, testemunha
com apenas o patogeno e o tratamento em branco. Cada vaso teve

4L plantas, sendo 36 plantas no total por tratamento.

As avaliagoes iniciaram-se 30 dias apds o
transplante das mudas, através da contagem do nimero de plan-

tas com sintoma tipicosde murcha.

Este ensaio foi instalado no periodo de ju-

nho a setembro/88 e a temperatura média foi de 21°C.. ,

3.12. Experimento 1ll: Influencia de T. kondingid e T. vdi-
nide na germinagao de sementes e no desenvolvimento

de plantas de berinjela

Vasos plasticos com capacidade para 1 kg ti
veram metade do seu volume ocupado com uma mistura de solo +
areia + esterco. Em seguida, foram acrescentados 100 ml
de substrato colonizado com Talchoderuma spp. em cada vaso, preparado con-
forme o item 3.7.3., com excegéo do controle que recebeu o substrato sem o

fungo. 0 inoculo nos vasos foi coberto com mais 300 ml da mistura de solo
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e efetuou-se no dia seguinte a semeadura de berinjela (20 se
mentes/vaso). 0 preparo das sementes foi descrito no item
3.8. As sementes foram cobertas com uma fina camada da mistu

ra de solo. A analise do solo esta na Tabela 10 (Apéndice).

Além dos isolados de Tadlchodeama usados sepa
radamente, sendo Twé6, CNP311A, Tal-1 e TI15P, foi usada uma
mistura dos isolados de T. vdindide (Tal-1 + T15P) que melho-
res resultados apresentaram nos testes de competigao de Tiai-
chodeama spp. em meio de cultura e no teste de auto inibicgao
por metabdolitos de T. vindide e T. hkondingil (itens 3.10.7 e
3.10.8, respectivamente). 0 ensaio foi instalado em telado
usando dois tipos de solo: autoclavado durante 90 minutos, a

IZOOC e solo natural.

0 delineamento experimental aqui empregado
foi em blocos ao acaso arranjado em parcelas subdivididas,
com 6 repetigoes/tratamento, onde as parcelas foram as semen

tes de berinjela (F100 e RVIIt) e as subparcelas de isolados

de Trdlchoderma spp.

As avaliagoes foram feitas 6 dias apos a se-
meadura de berinjela, em intervalos regulares de 2 dias,
através da contagem do nimero de plantulas. Apds a 52 ava-
liacao, efetuou-se o desbaste das plantulas, res;ando apenas
uma plantula/vaso para que, posteriormente, fossem tomadas
medidas de altura e peso da matéria seca (apenas parte aérea),
no intuito de avaliar a influencia desses antagonistas no de-

senvolvimento de plantas.
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As avaliacoes de altura e de peso seco de
plantas foram efetuadas com 43 dias apés a semeadura de berin

jela.

Este ensaio foi executado de marco a abril/88

e a temperatura media foi de 31°.

Foi feita uma aplicagao com solugao nutritiva
completa na proporgao de 70 ml de solucao/vaso, apds o desbas
te das mudas nos vasos.

O0s estudos da sobrevivéncia de populagoes dos
antagonistas, aqui empregados, foram feitos através de isola-
mentos de solo dos vasos, conforme fora descrito no item pos-

terior (item 3.13.2).

3.13. Experimento {V: sobrevivencia de T. honingiL e

T. vindde

3.13.1. Na rizosfera de berinjela

Para o teste de antagonismo (itens 3.11.1 e 2)
as plantas foram retiradas dos vasos e a parte de solo agrega-
da as raizes foi depositada em outros recipientes. 0 material
foi coletado de todos os vasos e o conjunto das sub amostras
(4 e 5, respectivamente) foi misturado e homogeneizado ma-
nualmente. Esta coleta de solo foi feita para cada isolado de

Trichoderma spp., separadamente.

Q solo foi colocado para secar a sombra duran

te 72 horas e em seguida peneirado.
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Apos a preparacgao do solo, retiraram-se 10
gramas de solo, que foram suspensos em 90 ml de agua desti
lada mais agar a 2% (esterilizados). Apds agitagao manual,
foram feitas diluicoes em série até a diluicdo 107> conf-

dios/g de solo.

Placas ae Petri (90mm) contendo aproximada -
mente 20 ml de meio de Martin modificado para Trichoderma
sp. (HOMECHIN,1987) tiveram uma aliquota (0,12ml) da diluigéo3
regularmente distribuida sobre a superficie do meio, atra-

vés de alga de Drigalsk.

Em seguida, levou-se este material para cama
. o} .
ra incubadora, a uma temperatura de 27°C, durante 5 dias,

na ausencia de luz. Avaliou-se o nimero de unidades forma-

doras de colonias.
3.13.2. No solo

Este estudo teve inicio com a montagem do tes
te de Influencia de T. koningil e T. virdide na germinagao de
sementes e desenvolvimento de plantas, conforme metodologia

descrita no ftem 3.13.

Foram retiradas de 70 a 90 gramas de solo de
cada vaso escolhidos aleatoriamente em tres vasos por trata-
mento. Esta amostragem foi feita apenas nos vasos que conti-

nham o hibrido de berinjela (F100).

Apos a secagem das amostras a temperatura am-

biente e a sombra, estas foram homogeneizadas e peneiradas.
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Em sequida, pesaram-se 10 gramas de solo e adicionou- as

em frascos (500 ml), contendo 90 ml de agua destilada mais
dgar a 2% esterilizado. As diluicdes usadas foram 105 e 1073
conidios/g de solo, sendo estas semeadas, em meio de Martin
modificado para Trichoderma sp. (HOMECHIN, 1987). 0 mate-

rial> foi incubado a 27OC, no escuro, durante‘S dias.

0 primeiro isolamento foi feito no dia sequin-
te da infestacao do solo com o antagonista, onde o fungo
comegava a aparecer na superficie do solo dos vasos. A
seguir, os isolamentos foram feitos com 10, 37, 79, 145 e

210 dias apos a semeadura. A temperatura média foi de 27OC

Avaliou~se o numero de unidades formadoras de
colonias.

0 delineamento experimental usado em condi

coes de laboratorio foi em blocos ao acaso, com 4 repeticoes.

3.14, Experimento V: Controle bioldgico em condigoes

naturais de campo

Foram empregados tres isolados do antagonis

ta, sendo T. virndde (Tal-l) ; T. koningii (CNP311A) e T. har-
zianum (CNP17); o isolado mais patogénico de V. dahliae, IM|,

e, o hibrido F100 de berinjela.

Na area experimental, as covas com

aproximadamente 15 cm de profundidade receberam
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30-35 ml de indculo de V. dahl.iae'preparado conforme descrito
no item 3.5.2.8. e em seguida, adicionaram-se 300 ml de inocu-

lo do antagonista, preparados conforme consta no item 3.7.2.

As mudas de berinjela foram plantadas a seguir. As irrigacoes

foram feitas diariamente.

0 espagamento entre linhas foi de 1,20 m e den

tro de linhas de 40,0 cm.

Foram usados os seguintes tratamentos: Tadlcho-
deama spp. e V. dahfiae, apenas o patdgeno e o tratamento em branco

sem nenhum dos dois fungos.

As avaliagoes foaram feitas a partir do 539 dia
do plantio em intervalos de 7 dias, através da contagem de nu
mero de plantas doentes. A a0ltima avaliagao foi feita no 109¢

dia.

0 delineamento experimental usado foi em blo-

cos ao acaso com 5 repeticoes e 10 plantas/parcela.

A analise do solo detectou o pH 4,45,



L, RESULTADOS E DISCUSSAO

L.1. Experimento |: Testes de laboratorio com Tadichoderma

spp. e V. dahliae

E.1.1. Selegao de isolados com potencial para o

controle de V. dahliae

Conforme consta na Tabela 2, os isolados de
Trichodeama aos quais foram atribuidas notas iguais a 1| e
com algumas excegoes, aqueles que receberam nota 2, foram
selecionados para o uso nos demais testes. Esses isolados

que receberam nota 2 foram aqueles que produziram metaboli-
tos deixando o meio de BDA com coloracao amarela intensa. As
sim, foram selecionados 20 isolados, entre eles: T. vinide
(Tal-=1; TI15P); T. kondngii (Twb; CNP311A); T. harzianum
(CNP17; TCl1l; Tw5); T. pseudokoningii (Twlh; TV; TISE; TIV;
TIOP) e T. aureo-vindde (Tal=-9; Tal-6; TH-15; Tal-4; Tal-10;
Twlé; TL10; T218). 0 isolado TIV nao foi testado neste estu-
do. A maioria dos antagonistas cresceu sobre as colonias
de V. dahliae e posteriormente, esporulou abundantemente sobre o fungo
hospedeiro. Embora nao tivesse quantificado, este fato coincide com o re

latado por BOOSALIS (1964), onde determinados hospedeiros podem es=
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Tabela 2 - Sele¢ao de isolados de Tadchodeama spp. com poten-

cial para o controle de V. diahliae

lsqlados de Notas ] Isqlados de Notas
Trichoderma Thrichoderma
Twlb 1 * Tw5 1 *
Twll | 2 T362 2
Twé 1% T410 2%
TCII ] * T10P 2
MI 2 Twlh 1%
CNP17 ] * TAP 3
Tw8 2 CNPL2L
TISE 1* Talb 2*
1G-9 3 T17P 2
TwlO 2 T329 2
CNP311A 1* TC 3
CNPL7 2 THIE 1*
T15P 1* Tal-9 1 *
TRIP 2 D-1 2
T32 2 Ti 2
T2P 2 Tal-l 1*
Tal-5 2 Tal-8 3
H-1 3 TAP 3
T218 1* TBI I 3
FYL13 3 TBII 2
Tal-3 2 TIV 1*
D-7 2 TV 1 *
Tal-10 1* TV 3
Tal-4 1%

Valores medios de notas de 3 repetigoes de acordo com o
critério de BELL et alidl (1982)

* Selegao de isolados de Ta.dchodeama spp.



73

timular a reproducgao sexual de seus parasitas.

L.1.2. Teste de antagonismo com confrontacao direta

e antibiose

A analise de variancia do teste de antagonismo
em confrontagao direta apresentada na Tabela 1 do Apéndice,
detectou pelo menos um contraste significativo entre os trata
mentos, ao nivel de 1% de probabilidade. 0s dados foram ana-
lisados individualmente para cada isolado de Y. dahfiae por-

que os ensaios foram instalados em epocas distintas.

Pelo teste de Tukey (Tabela 3) verificou - se
que, selecionar novamente antagonistas por este método para
emprego em condigoes de campo, ja que € impraticavel testar

todos eles, nao poderia ser possivel pois, a maioria dos tra-
tamentos nao diferiram entre si. A Figura 1 ilustra - atraves
de grafico, o comportamento médio dos antagonistas testados
contra os trés isolados de V. dahfiae. As variagoes entre os
micoparasitas seriam de pequena magnitude,pois ja havia sido
efetuada uma selegao préevia baseada nos mesmos parametros des

ta, diferindo, portanto, o critério de avaliagéo do teste.

Pode-se observar ainda que o desempenho de
Thichodeama spp. foi relativamente semelhante em relagao a
[M; e IM,. Por exemplo: Twlé6, Tal-6, Tal-4, Tal-10, Tal-9,
T4l0, T218, CNP17, TH-15, TV, Twé, Tw5, TI15P apresentaram os

melhores resultados quanto a porcentagem de colonizagao para
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Tabela 3 - Teste de antagonismo em confrontacao direta entre

Tadichoderma spp. e V. dahliae.

lsolados de Porcentagem média de colonizacao!
Tadichoderma spp. My Mg M3
Twlb 100,00 a 100,00 a 74,74 be
Tak-6 94, 4h4 ap 99,24 a 80,61ab
Tat-k 93,33 abc 96,31 a 69,45 bed
Tal-l 89,53 abc 57,42 ¢ 69,27 bcd
Tal-10 82,74 abc 91,49 abc 77 ,98ab
TISE- 72,70 abc 61,66 bc 69,83 bcd
Tal-9 80,48 abc 91,11 abc 81,96ab
T4io0 79,98 abc 87,06 abc 81,51ab
TH-15 79,39 abc 77,35 abc 77,59 be
TV 76,67 abc 76,65 abc 87,50ab
Twb 75,72 abc 94,08 abc 80,56ab
TI10P 74,53 abc 60,72 abc 60,48 cd
TI5P 74,45 abc 84,21 abc 79,20ab
CNP17 74,40 abc 84,28 abc 53,31 d
T218 73,81 abc 86,86 abc 77 ,99ab
Twb 73,61 abc 83,33 abc 82,30ab
TCI I 72,70 abc 83,25 abc 98 ,65a
CNP311A 64,25 be 65,53 abc 75,63 be
Twh 61,33 ¢ 85,16 abc 71,38 bc
TV - - -

Valores originais médios de 3 repetigBes obtidos através
da porcentagem de colonizacao (%C), segundo CAMPOROTA(1985).
Medias de tres isolados de V. dahliae.

As letras iguais indicam que os contrastes de médias nao
foram significativos pelo teste de Tukey a 5% de probabili
dade (D.M.S. = 1,728; 2,112 e 1,054, respectivamente).
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lsolados de Trichoderma spp.

- Valores médios de 3 isolados de V. dahlfiae (IMy, M2

e IM3) com 3 repetigoes cada. A) Teste de antagonis-
mo em confrontacao direta sendo que as avaliacgoes fo
ram feitas através da porcentagem de colonizacao (%C)
sequndo CAMPOROTA (1985). B) Teste de antibiose. Me-
didas de diametro de halo (cm). 0 sinal (+) represen
ta a selecao de isolados de Tadlchedeama.



76

os dois isolados testados. Entretanto, em relacao a IM3, o
mesmo nao ocorreu, provavelmente, devido aos fatores ambien-:
tais, pois, na época em que o ensaio foi instalado, a
temperatura ambiente foi relativamente mais baixa do que
durante as outras epocas. Naa foram realizados testes esta-
tisticas para avaliar o nivel de agressividade de isolados
de V. dahfiae in vitrno, mas, provavelmente, aléem dos fatores
extrinsecos que colaboraram para que houvesse uma maior va-
riacao no comportameﬁto de Traichodeama spp. em relagao a IM3,
esta o genotipo do organismo. Da mesma maneira, BELL (1982)
e CAMPOROTA (1985) encontraram que os isolados de R. soland
testados diferiram em relagao a sua suscetibilidade ao anta-
gonismo de espécies de Talchodeama. A diversidade de espé-
cies de fungos € o resultados das mudancas nas populacoes do

hospedeiro, segundo HANSEN (1987).

Quanto ao teste de antihiose verificou-se que
a produgao de metabdlitos toxicos variou amplamente entre
diferentes espécies e dentro de cada espécie de Trdlchoderma.
Estes dados confirmam os encontrados por DENNIS & WEBSTER,

1971a) .

Esses metabolitos podem ser de natureza vola-
teis e/ou nao volateis. Principalmente, devido a sua natureza

volatil, fez-se necessaria a imediata repicagem de V.dahliae

no meio de cultura.

0s resultados deste ensaio e respectivas me-
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dias encontram-se na Tabela 4 e a andlise de variancia (Tabe
la 2 do Apéndice) detectou pelo menos um contraste significa
tivo entre os isolados de Tadlchodeama spp. testados (pg0,05)
em relagcao ao diametro médio do halo produzido. A -variacgao
entre isolados foi ampla em relagao ao diametro médio de co-
1onia de Tadlchodeama spp. Também, foi observada uma as-

sociagao entre diametro médio de coldonia e diametro mé-
dio do halo produzido. 0 isolado T15P (T. vdiadde) mostrou-se
excelente produtor de antibiotico visto que quando suas co-
lonias °~ apresentavam diametro meédio de 4,35 cm ocorria a
completa inibicao de qualquer um dos isolados de V. dahliae
e, mesmo apds passado algum tempo da avaliagao (3 dias), o
patogeno esteve ausente no meio de cultura.Entretanto, o isg
lado Twé (T. koningii) apds a avaliagao, ja mostrava algum

desenvolvimento de colonias de V. dahliae mesmo no centro do
halo de inibicao, embora, tivesse apresentado a segunda maior

media na maioria dos testes .com IM; e IM (Tabela 4).

3

Devido aos mesmos motivos mencionados ante-
riormente, em relagao a inconveniéncia de se efetuar analise
estatistica englobando os trés isolados de V. dahliae contra
os 20 isolados de Tadlchodeama spp., partiu-se entao, para a
andlise estatistica de cada isolado de V. dahfiae separada -

mente.

A partir deste ensaio foi possivel detectar

os melhores produtores de metabolitos em meio de cultura.



de coldonia e de halo de inibicao (cm)

lmﬂzdos Testador IM) Testador M2 Testador M3
lgafﬁg?r Colonia Halo Colonia Halo Colonia Halo
T15P 4,90 i 9,00 a 5,83 g 9,00a 4,35 gh 9,00a

CNP17 7,15 bc 7,02 ab 6,97 cde 6,28 bc 5,58 def 4,03 efg
Twb 9,00a 7,01 ab 9,00a 6,83 b 8,50a 7,00 b

TCI I 6,87 bcd 5,68 bc 7,48 bc 5,80 bcde 6,32 cde 5,16 de
Taléb 6,98 bc 4,55 bed 7,92 bc 5,40 bcdef 6,85 bc 4,85 def
Thi0 6,67 bcdef 4,52 bcde 7,32 ¢ 5,67 bcde 6,92 bc 5,22 de
CNP311A 6,62 bcdefg 4,52 bcde 7,28 ¢ 6,78 b 7,68ab 7,25ab
Tal-1 5,88 efgh L 45 pbede 6,03 fg 6,70 bc 6,17 cde 6,48 bced
Tal-10 6,97 bc L,42 bcde 7,40 c 5,97 bcd 7,67ab 5,77 bcde
T218 7,15 bc 3,92 cde 8,45 4,67 defgh 6,90 bc 5,52 cde
TV 5,98 bcdefg 3,85 cde 6,15 defg 5,22 cdefgh 5,62 def L, 06 efg
Twlh 5,67 ghi 3,15 cde 5,95 fg 5,21 efghi 4,62 fgh 3,38 fgh
TH15 6,65 bcdef 3,07 cde 6,95 def 4,35 efghi 6,40 cde 4,77  def
TISE 6,82 bcde 2,50 def 6,90 def 3,20 hi 6,35 cde L, 05 efg
Twlb 6,88 bcd 2,40 def 6,90 def 2,98 i 6,88 bc 4,92 def
Tal-4 6,27 bcdefg 1,92 def 7,07 bc L., 4 efghi 6,62 bcd 5,08 def
Tiop 5,30 hi 1,73 def 5,50 g 3,37 “hi o 4,17 h 2,72 gh
Tal-9 7,22 b 1,55 def 7,60 bc 3,73 ghi 7,05 bc 5,08 def
Tw5 5,93 defg 1,52 ef 7,30 ¢ 4,00 fghi 6,40 cde k4,58 ef
TIV 5,71 fghi 0,01 f 7,00 cde 0,75 j 5,32 efg 1,68 h

As letras iguais indicam que os contrastes de medias nao foram significativos pelo teste de Tukey a 5% de probabi-
lidade com D.M.S. = 0,92; 3,01; 1,02; 1,52; 1,13; 2,06, respectivamente. -
oo
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A Figura 1 ilustra isto, e pode-se verificar que alem dos
isolados T15P; Twéb; Tal-1 e CNP311A outros isolados, tais
como CNP17 e TCll, também se mostraram eficientes, embora

nao tivessem sido usados em todos os testes.

Para os quatro isolados selecionados para uso

nos testes de casa de vegetacao (TI5P e Tal-1 = T. vdadde;

Twé e CNP311A = T. koningdi) empregou-se como parametros de
selecao, o potencial para produgao de metabdlitos aliado a
velocidade para colonizar o substrato (meio de cultura); e

também, o uso de pelo menos dois isolados pertencentes a mes-

ma espeécie. A Figura 2 mostra o halo produzido pelo isolado Tal-I.

Desta forma, o antagonista que apresentou me-
lhor capacidade para colonizar o substrato foi Twé, que tam-
bém produziu um dos maiores halos de inibicao em relacgao a
todos os isolados de V. dahfiae testados. 0 outro isolado
CNP311A pertencente a mesma espécie (T. koningii) apresentou
bom comportamento, @ embora quantitativamente inferior a
Twb, mostrou-se qualitativamente superior em relagao a esta-
bilidade de seus metabdlitos produzidos. 0 isolado TI15P (T.
vindide) foi por exceléncia o melhor produtor de metabdli -
tos embora nao tivesse alcancado boa capacidade para colo-
nizar o substrato. Entretanto, este Gltimo parametro nao foi
considerado tao importante. neste caso, devido ao fato - de
que o diametro do halo de inibicao do isolado T15p foi consi-

m

derado maior que o diametro de sua colonia. 0 outro isolado de 7. viride



Figura 2 - Teste de antibiose em meio de extrato de malte.

Esquerda: V. dahfiae (controle). Direita: halo

de inibigao na posigao central da placa de Pe-
tri formado por T. vdirdide (Tal-1),

durante 48 horas, sobre papel

que cresceu

celofane.

80



Figura 3

82

Interagao de hifas de Tadlchodeama spp. (coradas de azul
intenso) e V. dahfiae (coradas de azul brando). A) cres
cimento em contato intimo de T. pseudokoningii(TIV) e
IM2 (x100), (B) idem ao anterior porem, a ponta da hifa
de TIV enrola-se sobre IM2; a seta mostra o inicio da
formacao de um gancho (x100); (C) crescimento em conta-
to fntimo de T. aureo-virdide (Twlé) e IM3, formagao de
ganchos e rede (abaixo) de hifas (x100), formagao de
ganchos por TVI sobre hifas de IM2 (x100); D) ganchos
de Tadichodeama spp. que se projetam sobre hifas hospe-
deiras (x 100); E) enrolamento de hifas de T. kondingiL
(Twb), a seta mostra um clamidosporo (x 40); F) enrola
mento de hifas de T. aureo-vindde (T218) sobre IM3, a
seta mostra parte da hifa de IM3 (x 40).
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Tal-1, pode ser selecionado devido a sua rapidez em

colonizar o substrato e também, devido a intensa producao de

metabolitos.

O0s outros isolados, os quais apresentaram dia
tro médio de colonia acima da média, por outro lado, ’ mos-
tram ineficiente atividade para produgao de metabolitos, co-

mo por exemplo: Tal-9, TISE, Tw5 e TiV.

L.1.3. Interagao de hifas de Taichoderma spp. e

V. dahliae

Para os estudos de interacao entre hifas dos dois fun-
gos foram feitasobservacoes microscépicas através de montagens
de laminas em culturas pareadas (Figura 3). A Tabela 5 esque
matiza os tipos de parasitismo que ocorreram entre Thalchodexr

ma spp. e V. dahliae.

0 crescimento paralelo de hifas de Tadichoden-
ma spp. e V. dahfiae foi relativamente comum para a maio-
ria dos isolados testados. Desse crescimento, normalmente ve-
rificou-se a formacao de estruturas semelhates a ganchos, em
direcao aos feixes de hifas do hospedeiro (Figura 3-BCD). A

formagao de estruturas semelhantes as redes de hifas que cer

cam os conidios de V. dahfiae (Figura 3-C) foram comuns a
muitos antagonistas. A intensiva fragmentacao de hifas do
hospedeiro foi frequentemente observada. DENNIS &

WEBSTER (1971c) observaram que a vacuolagao e lise de hifas
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Tabela 5 - Estudo sobre interagao de hifas de Tiadichodemma
spp. e V. dahfiae

lsolados de Tipos de Parasitismo (§M3)

Enrola- Contato

Trnichoderma P Lise Vacuolos Rede Ganchos
mento Tntimo
Twb + + + 0 0 0
Tal-10 + 0 0 0 + 0
TH15 0 + 0 0 + 0
Tal-1 0 0 0 0 0 0
TV 0 + 0 0 0 0
T218 + + 0 0 0 0
Tal-4 0 0 0 0 + 0
Twb 0 0 0 0 + 0
T4i0 + 0 0 0 0 +
Tal-9 0 + 0 0 0 +
Twlb 0 + 0 0 + +
TIV* + + 0 0 0 +

lsolados de Tipos de Parasitismo (IMy)

Enrola- Contato

Trhichoderma P
mento tntimo

Lise Vaclolos Rede Ganchos

TISE
Twb
Tal-1
TI15P
CNP311A
Twlé
TC11
CNP17
Tal-6
Tal-9

cot+t o+ ocooo0o +
++o++++ + + +
+++++ o0+ o000+
+ + + o+ cocooo oo
ocoocoo+ + + + + o
++++++ ++ + +

+ Presenca de parasitismo
0 Ausencia de parasitismo

(*) Isolado TIV, na presenga de hifas de (M,
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ocorre frequentemente devido a producgao de antibidticos por

Thichodeama sp. Além disto, € possivel que o efeito desses
antibioticos sobre o hospedeiro seja mais acentuado  com o
crescimento paralelo das hifas. Verificou-se tambem alguns
enrolamentos de hifas (Figura 3-EF), inclusive enrolamento

de hifas do antagonista sem a presencga do hospedeiro (Figu-
ra 3-E). Entretanto, DENNIS & WEBSTER (1971c) relataram que
o enrolamento de hifas de Tadlchodeama sp. ocorre apenas em
razao a uma resposta quimiotrdpica e nao como um casual con

tato de hifas.

Desta maneira, € possivel que espécies de
Thichoderma obtenham nutrientes das células de seus hospe -
deiros através da agao de seus metabdlitos tdxicos e/ou pela
atividade enzimatica. As enzimas hidroliticas produzidas por
Thichodeama sp. além de degradar hifas de uma gama de fungos
patogenicos podem também destruir estruturas de resistéencia,

como esclerdcios, que possuem rigidas camadas de melanina

(ELAD et alii, 1984).

Este estudo foi desenvolvido em dois substra-
tos e em varias épocas. Tanto que o objetivo nao foi defini-
tivamente efetuar comparagoes entre diferentes substratos ou
até mesmo sequenciar em etapas o micoparasitismo. O objetivo
foi verificar se ocorre ou nao a interferencia de hifas de
Tadichodeama spp. e V. dahfiae. Desta forma, sugere-se a

continuidade deste estudo, padronizando o substrato e se-



85

quenciando os passos que levam ao micoparasitismo de hifas e
em microesclerdcios de V. dahfiae, em microscopia eletronica.
De acordo com BOOSALIS (1963) a quantidade e qualidade de nu-
trientes sao fatores importantes na eficiéncia dos micoparasi

tas.

b.1.4, Influéncia de pH e temperatura no crescimento

e na produgao de metabdlitos de Txadchoderma spp.

Serao discutidos primeiramente, os dados re
lativos ao crescimento de T. vdadlde (Tal=-1, TI5P) e de T.
koningi{ (Twéb e CNP311A) os quais foram obtidos pelo diametro
médio de colonia, crescendo sobre membrana de celofane em
meio de extrato de malte. Este meio foi usado nos testes de
antagonismo e antibiose porque € rico em nutrientes e assim,

pode suportar o crescimento dos fungos conjuntamente.

Os resultados deste teste estao na Tabela 3
do Apendice e a analise de variancia detectou pelo menos um

©. 18° ¢ 239

contraste significativo entre as temperaturas (13
e entre os isolados (Tal-1 e TI5P; Twb e CNP3I11A). A
interacao significativo (p < 0,01) de pH x isolado detectou

que existe comportamento diferencial em relacao a resposta

ao pH frente aos isolados testados. Também, a interacao sig-
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nificativa (p<0,01) de isolado x temperatura detectou compor
tamento diferencial de isolados em resposta a diferentes tem
peraturas,

Embora o teste tenha sido executado em 5 ni

© 28° e 32°C), houve neces

veis de temperatura (130, 180, 23
sidade de excluiras temperaturas acima de 23°C  para as anali-
ses estatisticas porque o isolado Twé nao apresentou varia-
coes no diametro médio das colonias em 28° e 32°C, nos trés

niveis de pH. A Figura 4 ilustra o comportamento desses isola

dos frente aos 5 niveis de temperatura e 3 niveis de pH.

Pelo teste de Tukey (Figura 5-A) verificou-se
que o isolado Twb apresentou o melhor crescimento e CNP311A,
TI5P e Tal-1 nao diferiram estatisticamente entre si. Quanto
as temperaturas testadas (Figura 5-B) pode-se observar gque,
a medida que se elevou a temperatura, houve melhoria sig
nificativa no desempenho dos isolados, sendo 28°C. o melhor
nivel para a maioria dos antagonistas (Figura 4). Foi ob-
servado um decréscimo no crescimento na maioria dos isola -
dos em 3200, em todos os pHs testados; embora, Twé nao tenha
sido afetado por temperaturas mais altas (Figura 4). 0 me-
lhor desempenho deste isolado (Twé), pelas andlises estatis-
ticas, se deu a 23OC e pH 5,5, embora, os niveis de pH 4,5 e
5,5 nao tivessem diferido significativamente entre si. Para
o isolado CNP311A, Tat-1 e T15P, nao houveram diferencas siqg

nificativas em relacao aos niveis de pH testados (Figura 5.C).
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to e na producao de metabolitos por Thi-

chodeama spp. As partes das colunas vazias indi -
cam os valores medios dos diametros dos halos de

inibicao e as partes das colunas achuradas indi-
cam os valores medios dos diametros da colonia.
Colunas totalmente achuradas indicam que o diame

tro medio do halo foi exatamente igual ao diame-
tro medio da colonia.
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De modo geral, pode-se observar que os isola-
dos de T. virdde comportaram-se de maneira semelhante em re-
lagao aos pHs e temperaturas testados. Entretanto, o mesmo
nao pode ser dito para os isolados de T. koningii, pois, Twb
foi responsavel pela significancia da interacao de isolados
x temperatura (Figura 5-C). A partir de 18°C houve um eleva-
do acréscimo no crescimento deste isolado em relagao a
CNP311A. 0 mesmo ocorreu em relagao ao pH 5,5. A espécie T.
koningii, segundo Danielson & Davey, citados por PAPAVIZAS
(1985), € amplamente distribuida em areas de condigoes clima-
ticas diversas e a espécie T. vixrdide prevalece em areas de

temperaturas baixas.

As analises estatisticas referentes a producgao
de metabolitos nao puderam ser efetuadas para aqueles isola-
dos que nao apresentaram variagao de dados em alguns tratamen
tos. Entretanto, a Figura 4 ilustra os resultados atraves do
histograma, onde foram agrupados todos os tratamentos. As co-
lunas achuradas mostram o crescimento das colonias de Tadcho-
deama spp. e as vazias, mostram o diametro do halo de inibi-
cao. Aquelas colunas completamente achuradas, como no caso
de Twé (28° e 32°C), indicam que a producao de metabdlitos e
o crescimento das colonias atingiram o mesmo tamanho. Aquelas colunas
nas cuais as partes achuradas estao posicionadas no topo das colunas
significam que a produgao de metabolitos ultrapassou o limite
do crescimento das colonias. [sto pode ser observado com TI15P

em todas as temperaturas e pHs testados.
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As analises estatisticas foram representadas
na Tabela 4 do Apendice e o teste de Tukey foi representado
na Figura 6 em forma de grafico, para os isolados Tal-1 e
CNP311A, os quais foram analisados e representados, separada
mente. Para o isolado Tal-1 de T. vdiadlde, as analises esta -
tisticas foram efetuadas a partir de 18°¢ porque abaixo des-
te valor, os dados nao variaram em nenhum dos niveis de pH.
Assim, detectou-se para Tal-1, que a interagao foi significa
tiva (p<0,01) entre pH e temperatura, indicando que existe

um comportamento diferencial em resposta aos pHs testados

quando este isolado foi avaliado nas varias temperaturas e
vice-versa. Pode-se observar pela Figura 6-C que Tal-1 apre-
sentou uma maior producao de metabolitos quando cresceu a

28°C em pH 4,5. 0s extremos de temperatura (18° e 32°C) n3o
foram significativos pelo teste de Tukey (Figura 6-A), e

Tal-1 foi mais eficiente em pH 4,5.

Com relacgao a CNP311A, a temperatura o-
tima para producio de metabSlitos foi 28°C e o pH L,5 foi
o mais eficiente, embora este nao tivesse diferido estatisti
camente do nH 5,5. Nao houve interacao entre pH x temperatu-

ra, como pode ser observado pela Tabela 4 do Apendice.

De modo geral, pode-se observar que a tempera

tura otima para crescimento e consequente producao de metabg
. . . o A .

litos foi de 28-C. Estes dados confirmam com os

encontrados por BOOSALIS (1963), que relata uma maior efi-
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A) Influéncia da temperatura na producao de metabd
litos de Tal-l C_ik_) e de CNP311A (—®— ) com A=0,60

e A=1,0L4, respectivamente. B) influéncia de pH
em Tall e CNP311A com A=0,50 e A= 0,78, respecti-
vamente. C) Interagao de pH x T em Tal-l, com A =0,74,

onde p < 0,05.
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ciencia de hiperparasitas necrotroficos, nas faixas de tempe
ratura de 25° a 30°cC. Entretanto, isolados de Talchoderma ca
pazes de crescer em temperaturas baixas podem ser efetivos
na supressao de doengas que sao mais severas em baixas tempe
ratuas (JOHNSON et alidi, 1987). V.dahfiae desenvolve-se em

© a 30°C (BRUEL, 1986). Desta forma, o isola-

condigoes de 12
do T15P, o qual mostrou ser o maior produtor de metabolitos

poderia ser eficiente no controle deste patogeno, em condi-=-

coes de temperaturas mais amenas.

Em relagao ao pH, sabe-se que V. dahliae pode
crescer em uma ampla faixa de solos acidos e alcalinos
(DUTTA, 1981). Entretanto, Tadichodeama spp. mostra uma prefe
rencia para hiperparasitar, produzir metabolitos e/ou cres-
cer em condigoes mais acidas. Assim, no presente estudo nao
foram detectadas diferengas marcantes na producao média de
metabolitos e no crescimento médio dos antagonistas em pHs
de 6,5; 5,5 e 4,5 (Figura 4). Parece que os efeitos de tempe
ratura foram muito mais pronunciados no desempenho dos anta

gonistas do que os efeitos de pH.

L.,1.5. Efeito de metabdolitos volateis no crescimento

de V. dahliae

A analise de variancia sobre a influéncia de
antibioticos volateis no crescimento de V. dahliae apresenta

da na Tabela 5 do Apéndice detectou pelo menos um contraste
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significativo entre os tratamentos, ao nivel de 1% de proba-

bilidade.

Através dos resultados apresentados na Tabela
6 verificou-se que todos os isolados testados produziram me

tabolitos volateis.

Tabela 6 - I|nfluencia de metabdlitos volateis no crescimento
de V. dahfiae. Dados do diametro médio das colo-

nias de V. dahfiae (cm).

Isolados Diametro (cm)'

Controle 2,70a
Twb 1,50 b
CNP311A 1,53 b

T OTISP 1,45 b
Tal-] 1,48 b

Médias de 4 repeticoes de dados originais. As letras iguais

indicam que os contrastes nao foram significativos pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade (D.M.S. = 0,779).
Em contraste com os intensivos estudos so-

bre a produgao de antibidticos nao volateis por espécies de
Trichoderma (DENNIS & WEBSTER, 1971a; CAMPOROTA, 1985 e ou-
tros) poucos trabalhos tém sido conduzidos sobre a produgao

de antibidoticos volateis (SIMON et afii, 1988).

lsolados de T. vdirdide e T. koningdL foram efij
cientes produtores de metabolitos volateis em meio de cultu-

ra contra varios fungos patogénicos (DENNIS & WEBSTER,1971a).



De acordo com estes autores, os antibioticos volateis atuam
sobre os fungos suscetiveis atraveés da inibicao do seu cres
cimento micelial. Exatamente como foi demonstrado na Tabe-
la 6, as colonias de V. dahfiae tornaram-se frequentemente

reduzidas na presenca dos isolados de Tadchodeama.

0s antagonistas testados aqui mostraram ser
efetivos produtores tanto de metabolitos volateis como de
nao volateis. Entretanto, DENNI!S & WEBSTER (197!b)acreditam
que aqueles isolados que mostram capacidade para produgao
de antibioticos nao volateis nem sempre produzem antibidti

cos volateis.

Para testar o efeito de metabolitos volateis
de T. vindide, BHARAT et alii (1980) colocaram Asperngilllus
spp. para crescer na presenga do antagonista, onde a sua
metodologia foi semelhante a usada aqui. Entretanto, os au-
tores semearam apenas uma colonia de Asperngillus spp.- na
placa testemunha, enquanto que neste ensaio foram semeados
dois discos de a.m.c. de V. dahfiae em cada uma das extre-
midades da placa. Isto para nao (incorrer no erro de super-
estimar a acao dos produtos volateis liberados por Talcho-
deama spp., onde a presenca de apenas um fungo como testemu
nha pode ser favorecido pela maior disponbilidade de oxi-
génio no micro-ambiente em relagao aos outros tratamentos
com Talchodeama e V. dahliae. De acordo com COOK & BAKER
(1383) a competicao por nutrientes, espago e oxigenio fre-

guentemente ocorre entre fungos.

94
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As substancias volateis produzidas podem ser:
acetaldeido, n-propanol; propionaldeido, acetona e outras.
Entretanto, assim como ocorre com a producao de metabolitos
nao volateis, isolados de Talchodeama produzem mais do que

um metabolito volatil (DENNIS & WEBSTER, 1971la, b).

L.1.6. Teste de competigao e auto inibigcao de
isolados de T. koningii e T. virnide em meio

de cultura

O0s valores medios de comprimento do raio de
colonia de Tadlchoderma spp. estao na Tabela 7, os quais mos-
tram que em 48 horas os isolados testados ja se confronta
vam em meio de cultura. Entretanto, em 96 horas de exposicgao
observou-se que os isolados de T. viadde (Tal-1, TI5P) sem-
pre avancavam sobre as colonias dos isolados de T. kondingid.
Na combinagao de CNP311A/Twb verificou-se que Twb avangou soO
bre a colonia de CNP311A. Nenhum dos isolados testados cres-
ceu sobre T. viadlde, nem mesmo quando Tal-1/TI5P cresceram

juntos, na mesma placa de Petri.

Na zona de contato das colonias provavelmente
deveria estar ocorrendo algum tipo de micoparasitismo entre
estes hiperparasitas, pois VAJNA (1985b) detectou, atraves
de observagoes microscopicas, que alguns isolados de Taicho-

deama hiperparasitavam os outros e que hiperparasitismo mua-

tuo também pode ocorrer.



Tabela 7 - Teste de competicao de isolados de Talchoderma spp. em

meio de cultura. Medidas dc raio da colonia (cm).

Tratamentos 48 horas tedias 96 horas

A) Tal-=l (3,15) (3,15)°

B) Tal-1/Tal-1l (2,23)(2,20) (2, 23) (2,20) 2
C) Twé (5, 90) (5 90)1

D) Twb/Twb (2,10)(2,10) (2,10)(2,10)2
E) T15°P (2, 83) (2, 83)1

F) TI15P/T15P (2,16)(2,18) (2,16)(2,18) 2
G) CNP311A (4,13) (4,13)1

H) CNP311A/311A (2, 53)( ,2 5) (2, 53)(2,25)3
1) Tal-1/T15pP (2,30)(2,15) (2,30)(2,35)1!
J) Twé6/TalA (2, 55)(1 0) (2,56) (3,65)°
L) TI5P/CNP311A (1,60)(2,63) (2,83)(2,75)°
M) CNP311A/Tal-l (2 53)( , ) (2,65)(3,56)°
N) CNP311A/Twb6 (1,80) (1,48) (1,95) (2,63 3
0) Tw6/T15P (3, 23)(1 8) (3, 30)(3,30)3

Valores médios da testemunha com apenas um isolado/placa,

em 4 repetigoes.

Valores médios da testemunha com dois isolados/placa, em

L repeticoes.

Valores médios dos tratamentos combinados um a um. 0 va-
lor que antecede a barra corresponde ao raio de cresci -
mento do primeiro isolado e, o valor posterior a bar-
ra corresponde ao raio de crescimento do segundo isolado

dentro da mesma placa, em 4 repeticoes.



Assim, como o objétivo deste teste foi ava-
liar a melhor combinacao de isolados para posterior emprego
em testes Ln vivo, escolheram-se as combinacoes de T. virdide,
as quais cresceram tao bem quanto suas respectivas testemu -

nhas (Tal-1/Tal-1 e TI5P/TI5P).

No ensaio de auto-inibigao por metabolitos que
€ a complementagao do teste de competigao, a analise de va-
riancia detectou pelo menos um contraste significativo (Tabe

la 6 do Apendice) entre os pares de isolados testados, ao nj

vel de 1% de probabilidade.

A Tabela 8 mostra que ocorreu uma inibigao de
crescimento quando os isolados foram expostos aos seus pro-

prios metabolitos em relagao a testemunha.

0 isolado CNP311A, além de ser inibido por
seus metabdlitos (CNP311A/CNP311A), foi também inibido po-

rem, mais fortemente por TI5P, Tal-le, principalmente, por

Twb.

Para o isolado Twé, o teste de Tukey (p<0,05)
detectou diferencas significativas entre todos os contrastes
quando comparados com a testemunha. No entanto,os metaboli-
tos produzidos pelo proprio Twéb e também, por CNP311A propor
cionaram o mesmo diametro médio de colonia em Twb6. 0 mesmo
nao ocorreu com Tal-1 e Ti5P pois, Twé foi fortemente inibj

do pelos metabdolitos liberados por estes isolados de T. vdial

de.



Tabela 8

honingdll e T.

vindde.

- Teste de auto inibigao por metabolitos de

T.

Tratamentos

98

Médias'®

Metabolitos Colonia
*0 Twé 9,00 a

0 CNP311A 6,68

0 Tal-1 6,43 bc
Twb Twb 6,08 bc

0 T15P 5,90 bcd
CNP311A Twb 5,36 bcde
CNP311A CNP311A 5,28 cde
CNP311A Tal-1 5,21 cde
Tal -1 Tal-1 5,09 def
Tal -1 T15P L,69 defg
CNP311A TI5P L,5h efgh
T15p T1s5p 3,76 fgh
T15p Tal-1 3,7k fgh
Tal =1 Twb 3,34 ghi
Twb TISP 3,08 hi
TISP CNP311A 3,04 hi
Tal-1 CNP311A 2,69 hij
Twb Tal-] 2,65 ij
T15pP Twé 2,01 i j
Twé CNP3T1A 1,66 i ]

tro médio da colonia de Talchodeama spp.

Letras

iguais

indicam gque os contrastes de

medias

Valores médios de 4 repeticoes obtidos através do diame-

nao

foram significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabi

lidade

* 0 zero
tabdlito presente no meio (testemunha).

(D.M.S. = 3,01).

(o)

significa que o

isolado cresceu

sem nenhum me =



99

Quanto aos isolados de T. keningii{ umareducgao
mais drastica no diametro médio de colonias ocorreu quando
o isolado Twb foi exposto aos metaholitos produzidos por
CNP311A do que quando ocorreu-o inverso; embora no teste de
competigéo (Tabela 7) o isolado Twb tivesse avancgado sobre

a colonia de CNP311A, apos 96 horas de crescimento.

Em relacao aos isolados de T. viadide, o teste
de Tukey detectou diferengas significativas em quase todos os
tratamentos (exceto na presenca de metabolitos de CNP311A),
quando comparados com a testemunha, no tocante a redugao do
crescimento de Tal-I, inclusive na presenca de metabolitos
produzidos por TI15P. Quanto a este Gltimo, observou-se que
houve uma reducao no seu crescimento quando cresceu sobre
seus proprios metabdlitos, pelo teste de Tukey (p<0,05). En-
tretanto, o isolado TI15P nao diferiu da sua testemunha quan-
do cresceu sobre os metabolitos de Tal-1 e CNP311A. Desta
maneira, pode-se concluir que os metabolitos produzidos por

TI15P parecem ser mais potentes que os produzidos por Tal-1,

Constatou-se pelo teste de competigao (Tabela 7)
que nao ocorreu crescimento de colonias de Tal-1 sobre TIG5P
e vice-versa. Assim, a melhor combinagao de antagonistas pa-
ra emprego nos testes i vivo foi dos isolados Tal-1/TI15P de

T. viadde.
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4.2, Experimento I

L 2.1, Teste de antagonismo |: Infestagao do solo

com V. dahliae anterior a Taichodeama spp.

0s resultados e analises estatisticas pelo
teste do qui-quadrado (x?), estao representados na Tabela 9.
Para tanto foram efetuadas comparacoes entre cada tratamen-
to (patégeno + antagonista) e o controle (patdgencg através

de tabelas de contingencia 2x2.

0 isolado IMI de V. dahfiae mostrou ser mais
patogenico que iM3 em relacao ao hibrido F100 e a RVIII. Des

ta maneira, nao houve eficiencia de nenhum dos antagonistas

testados quando o isolado IM] estava presente. Inclusive, em
RVI{Y, observou-se que em todos os tratamentos com os fungos
antagonistas ocorreu um numero maior de plantas doentes do

que em relacao ao controle. Entretanto, o teste do qui-qua-
drado (x2) nao detectou diferencas significativas entre es-
ses tratamentos (p<0,05). Situacdoes semelhantes ocorreram
nos tratamentos envolvendo RVIII e iM3. Entretanto, a inci-
dencia de doenga, neste caso, foi relativamente reduzida.
Por outro lado, Tal-1 foi capaz de reduzir a incidencia da
doenga quando o isolado §M3 estava presente no solo e o hos-
pedeiro testado foi o hibrido F100. A Figura 7 ilustra a va
riacao que ocorreu na quantidade da doenca em relacao aos

hospedeiros testados quando infestou-se o solo com IM1 e £M3.

A capacidade de agentes de biocontrole serem

efetivos no controle de doencas de plantas pode estar limi-
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Tabela 9 - Valores e significancia do teste do qui-quadrado
(X2) relativo ao teste de antagonismo (1) = In-
festacao do solo com V. dahliae anterior a Tadlcho
deama spp. ' Dados em porcentagem de plantas doen-
tes. Piracicaba, SP. 1988.

% de p]éntas doentes!

Tratamentos F100 RVI I

M IM3 1M I'M3

Controle 93,0 75,0 77,0 13,0

CNP311A 93,0ns ko,0ns 92,0ns 13,0ns

TI15P 93,0ns L7,0ns 97,0ns 6,0ns

Twb 87,0ns 69,0ns 87,0ns 25,0ns

Tal-] 87,0ns 32,0% 93,0ns 25,0ns

1

Valores percentuais de 4 repeticoes.

ns: nao significativos a 5% de probabilidade pelo teste do
xz, com GL = 1 ‘

significativo a 1% de probabilidade



102

Trichoderma spp.

V.dahlzae
C € Tal-1 Tal-1 CNP311A  TI5P Twd N
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Figura 7 - Infestacao do solo com V. dahlZiae anterior a
¢

Trichoderma spp. As colunas vazias mostram a
quantidade de doenga obtida com o isolado

IM3 e, as colunas achuradas representam a
quantidade de doenga total obtida com o iso-
lado IM). 0s isolados de Trichoderma spp.

(Tal-1, Tw6, CNP311A e TI15P) e o controle es
tao representados acima das colunas; os ti-

pos de plantas de berinjela (F100 e RVIII)

abaixo.
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tado a varios fatores, tais como: sobrevivencia no solo e na
rizosfera, pH, temperatura, agressividade do patdgeno, sus-
cetibilidade do hospedeiro, umidade, qualidade da base alimen
tar, entre outros. De acordo com NELSON et alii (1988) a ca-
pacidade de isolados de Taichodeama produzirem enzimas B-1,3-
glucanase, celulase e quitinase pode ser estimulada quando
eles crescem sobre substratos adequados. Além do mais, o grau
de decomposigao do substrato & significativamente importante
no desempenho do antagonista (NELSON et alii, 1983). De acor
do com o autor, Talchedeama sp., de modo geral, mostra prefe
réencia para desenvolver-se em substratos mais decompostos.
Desta maneira, o substrato empregado neste estudo, tratou-se
de bagacilho de cana-de-aglicar, ja em um grau avangado de

decomposigao.

0s antagonistas empregados aqui foram capazes
de sobreviver no solo e na rizosfera, conforme pode ser veri-
ficado na Tabela 11. Entretanto, o biocontrole em geral nac foi bem
sucedido. A temperatura média (24°C) durante o perfodo pelo
qual o ensaio foi instalado favoreceu ao antagonistas, pois
de acordo com JOHNSON et alil (1987), T. vindlde e T. hkoningdd
crescem bem em temperaturas baixas, embora a faixa otima de
crescimento seja de 250 a 3OOC (BOOSALIS, 1963). Além do
mais, o teste de influencia de pH e temperatura (Figqura &)
mostrou que a partir de 13°C a maioria dos antagonistas Pode
crescer razoavelmente. Entretanto, V. dahfiae parece ser

mais favorecido em temperaturas mais amenas propiciando um
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aumento na severidade da doenga. Este provavelmente, pode
ser um fator que contribuiu para a ineficiéncia do big
trole. Além do mais o fato de se infestar o solo

com o patdgeno € uma forma de expor drasticamente os te-
cidos da planta hospedeira ao patdogeno, pois, com o trans-

plante das mudas, partes de pelos radiculares e raizes se-
cundarias sao rompidas. Desta maneira, a penetragao do patg
geno pode ser favorecida pela ausencia de barreiras fisicas

no hospedeiro.

Além destes fatores citados acima como prova
veis responsaveis pela ineficiéencia dos agentes de biocon -
trole, a qualidade da base alimentar tem grande influencia entre
eles, pois apesar do grau avangado de decomposigéo‘do baga-
cilho, o qual favorece os fungos antagonistas, este pode
nao ter sido suficientemente adequado para a produgao de
enzimas liticas pelo micoparatistas. Conforme AKHTAR (1977),
bagago de cana € pobre em nitrogenio, embora, rico em car-
boidratos, nao suportando a atividade antagonista de T. vd-
nide tao bem como outros tipos de substratos. Em contrapar-
tida TOKESHI ef afii (1980). e MELO (1984) obtiveran bons
niveis de controle de doengas atraves do uso de torta de
filtro Oliver, como substrato para crescimento de Tadchodex

ma spp..

O0s resultados e analises de variancia do en-

saio sobre sobrevivencia de Traichodeama spp. na rizosfera

estao na Tabela 11. 0 teste F {Tabela 9 do Apendice) nao
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detectou contrastes significativos em relacao a nenhum dos
tratamentos, embora os antagonistas tivessem sido capazes de

sobreviver tanto na rizosfera do hibrido F100 como de RVIt{I.

L.2.2. Teste de antagonismo Il - Infestagao do solo
com V. dahliae posterior a infestagao com

Trichodeama spp.

Pode-se observar pela Tabela 10 e Figura 8
que a incidéncia da doenca nesse ensaio foi menor que a do
ensaio anterior, como ilustra a Figura 7. Provavelmente, is-
to pode ter ocorrido devido as modificacoes na metodologia
de inoculacao. Tratou-se entretanto, de uma situacao a qual
normalmente, nao ocorre na natureza, pois as covas foram infesta
das com V. dahfiae apos o transplante das mudas. Em condigoes
naturais, as mudas sao transplantadas para o campo, € o0 ino-

culo ja se encontra presente no local de plantio.

Entretanto, como os niveis de controle foram
baixos no primeiro ensaio, alguns pontos foram questionados
como por exemplo:a infestacao do solo com o patogeno anteriormente
favorece o antagonismo devido aos danos causados nas raizes
e exposigao de tecidos no momento do transplante das mudas
favorecendo assim, a penetracao do patdogeno. PERRY & EVERT
(1983) verificaram que a germinagao dos propagulos do fungo
no solo ocorreu apos 2 dias da infestagao. Desta maneira,

se 0 mesmo ocorre na rizosfera de berinjela, possivelmente,

os danos causados pelo patogeno seriam elevados, mesmo na
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Tabela 10 - Valores e significancias do teste do qui-quadra
do (x2) relativo ao teste de antagonismo (11):
Infestacao do salo com V. dahliae posterior a
Trhichoderma spp. Dados em porcentagem de plan-
tas doentes. Piracicaba, SP. 1988.
% de plantas doentes
Tratamentos F100 » RV=-111
M) M3 M) (M3
Twé hs,ons 15,008 30,0NS 5,0ns
Tal-1 50,0NS 35,00S 4o ,0" 15,00S
CNP311A 4o,o0ns 45,0 25,005 25,0Ns
T15p 30,0NS 55,0 20,0NS 5,0NS
Controtle 35,0 15,0 5,0 5,0

]

Valores percentuais de 5 repeticgoes.

ns:nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste de xz,

com GL-1.
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Figura 8 - Infestacao do solo com V. dahliae posterior a

Trichoderma spp. As colunas vazias mostram a
quantidade de doencga obtida com o isolado (M3
e, as colunas achuradas representam a quanti-
dade de doenga total obtida com o isolado IMy.
Os isolados de Trichoderma spp. (Tal-1; Twb;

CNP311A e TI5P) e o controle estao representa
dos acima das colunas; os tipos de plantas de

berinjela (F100 e RVII{) abaixo.
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presenca de antagonistas. lnclusive, explorando uma base alj
mentar que poderia nao estar favorecendo a produgao de enzi-
mas liticas e/ou antibioticos, como a usada no caso. Outro
aspecto tambem questionado foi a respeito dos isolados e es

pecies de Talchodearma selecionados atraves dos testes 4£n vd-

trho.

0 teste do qui-quadrado (x2?) foi feito através
de comparagao do numero total de plantas doentes em cada tra
tamento (GL=1). A Tabela 10 e Figura 8 expressam os valores
de porcentagens.totais de plantas doentes. Assim, o teste do
x 2 (p<0,05) detectnu diferencas significativas entre o con-
trole e Tradichoderma spp. em dois casos: quando CNP311 e TISP

foram testados contra IM3, com o hospedeiro FI100 e o outro,

quando Tal-1 foi testado com M, em RVIETI.

0 tratamento quimico usado foi eficiente no
controle da doenga, pois apenas uma planta apresentou sinto-

ma de murcha verticilar.

0 insucesso do biocontrole neste ensaio

nao pode ser atribuido a ausencia de antago
nistas no solo, pois conforme a Tabela 9 do Apendice, todos
os isolados foram capazes de sobreviver na rizosfera de plan
tas, independente das cultivares utilizadas. 0 isolado Tal-]
apresentou a maior média (teste de Tukey, p<0,05) embora nao
se conhecesse o numero inicial de propagulos de Talchodeama

spp. (Tabela 11).



Tabela 11 - Sobrevivencia de T. koningil e T. viadide na
rizosfera de berinjela, apos 30 e 47 dias,
respectivamente.

lsolados Ensaio | Ensaio |1}

Tal 286 a 254 a3

TI15P 185 a 245 ab

CNP311A 248 a 199 ab

Twb 256 a 101 b

Dados orignais de contagem do nUmero de coldonias na di-

luicao de 10 ~°

Valores médios seguidas

conidios/ml.

da mesma letra nao diferem entre

si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
com D.M.S. = 0,141 e D.M.S.

= 0,216, respectivamente.



b.2.3. Teste de antagonismo [1t: Infestacao simulta-

nea do solo com V., dahliae e Thichodeama spp.

O0s resultados obtidos neste ensaio mostraram
diferencas marcantes entre os tratamentos, fato este que nao
justificou aplicar analises estatisticas para discriminar os
respectivos tratamentos; além de que muitos destes assumiram
valor zero (0), por nao ter ocorrido doenga. Aqueles trata -
mentos pelos quais as plantas nao puderam ser infectadas por

V. dahliae (1M;), pois os antagonistas foram eficientes no

exterminio do patdogeno foram: CNP17 e TCll (T.harzianum);

Tal-1 e TI15P (T. vdiadide) e CNP311A (T.koningii)l. Entretanto,
o isolado Twé foi eficiente apenas quando RVII!l foi o hospe-
deiro. Pela Figura 9 pode-se observar que Twb nao foi
eficiente no exterminio de [My, pois 26% das plantas
foram infectadas. Este isolado mostrou instabilidade metabo-

lica nos testes de antibiose, pois algumas horas apos as ava
liacoes do halo de inibigao, ocorria o desenvolvimento de
colonias do patdgeno. Entretanto, essa instabilidade persis-
tiu mesmo com a producao constante de metabolitos e-isto po-
de ser claramente demonstrado quando a planta suscetivel foi

usada como hospedeira.

Este ensaio definitivamente simula o controle
biologico da murcha verticilar em condigoes naturais, entre-
tanto, pode-se verificar que se os antagonistas foram sufi-
cientemente capazes de reduzir a fonte de indculo no solo e

a cultivar apresentar um certo grau de resistencia ao patdge
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no, possivelmente o controle biologico sera bem sucedido.

Ademais, pode-se observar pela Figura 9 que
em relagao a testemunha RVIIil, o tratamento hibrido F100 +

Tw6 foi mais eficiente no sentido de reduzir o ataque por

V. dahliae.

0s antagonistas aqui testados foram aqueles
que produziram o maior diametro médio de halo. Entretanto,
aqueles antagonistas que nao produziram ou produziram pouco
poderiam tambem ser testados para verificar se apenas o para

sitismo de hifas & suficiente para exterminar V. dahfiae.

L. 3. Experimento |11
L.3.1. Influéncia de T. vindide e T. koningii{ na ger-
minacao de sementes e no desenvolvimento de

plantas

0 ensaio conforme consta na Tabela 12 foi ana
lisado pelo teste do qui-quadrado (x?) através de tabelas
de contingéncia 2x2, onde foram comparados todos os tratamen

tos com o controle e entre si.

0s resultados obtidos em solo autoclavado e

solo natural foram analisados separadamente.

Em so.lo autoclavado, considerando -
se o hibrido F100, o teste do x? nao detectou diferengas sig

nificativas para as sementes tratadas com os isola-
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Tabela 12 - Valores e significancias do teste do qui-quadrado (x2) relativo
ao teste de influéncia de isolados de T. koningil e T. vinide na
germinacao de sementes. Dados em contagem de sementes germinadas.

Piracicaba, SP. 1988.
- SOLO AUTOCLAVADO - FI100 -
C Twb TI15P Tal=1 T15P/Tal-1 CNP311A
Tratamentos |Médias 118 109 33 98 81 114
C 118 - ns **k ns *% ns
Twb 109 *k * ** ns
T]SP 33 * % * % * %
Tal-1 98 * *%
TI5P/Tal-1 81 * %
CNP311A 114 -
2/ - SOLO AUTOCLAVADO - RVIItL =
C Twb T15P Tal-1 TI5P/Tal-1 CNP311A
Tratamentos Médias 4o 39 21 16 29 Ly
C 40 - ns *x *% ns ns
Twb 39 ** ** ns ns
T15P 21 ns ns **
Tal-1 16 * *%
TI15P/Tal-1 29 *
CNP311a Ly
é[ - SOLO NATURAL - F100 -
C Twb T15P Tal=1 TI15P/Tal-1 CNP311A
Tratamentos Médias 13 92 113 118 98 101
C ]3 - * % * % * % * % * %
Twb 92 *% * % ns ns
T15P 13 ns % *
Tal-=1 118 * % *%
TI5P/Tal-1 98 ns
CNP311A 101 -
b7/ - SOLQ NATURAL - RVIIL -
C Twb T15P Tal-1 TI5P/Tal=-1  CNP3I11A
Tratamentos |{Médias 13 37 18 Le 37 39
C ]3 - * % A ns * % * % * %
Twé 17 ** ns ns ns
T15P 18 * % * % *% -
Tal-1 46 ns ns
T15P/Tal-1 37 ns
CNP311A 39 =
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dos Twb, Tal-1 e CNP311A quando comparadas com o controle. En-
tretanto, o isolado TIS5P e a mistura de T. viadlde (Tal-1/TI15P)
reduziram a germinagao de F100.

Quando os tratamentos foram comparados en-
tre si, pode-se observar, que 0S isolados ' Twéb e
CNP311A (T. koningdi) n3ao diferiram entre si, mas que Twb foi
significativamente superior (p<0,01) a TISP,\a mistura e tam-
bém,\a Tal-1 (p<0,05).

Em geral, os isolados de T. koningdil fo-
ram significativamente superiores aos isolados de T. vixdide,
embora estes primeiros nao tenham diferido do controle (Tabe

la 12.1).

Em relagao a germinacao de sementes da culti -

var RVIll, o teste do x 2

nao detectou diferencas significati -
vas entre o controle e os tratamentos com Tw6b, CNP311A e a mis
tura. Entretanto, TI5P e Tal=-1, ao contrario da sua mistura,
foram significativamente inferiores ao controle, mostrando mais
uma vez a influéncia negativa de T. vindde na germinacao de seg
mentes. Quando os tratamentos Twé e CNP311A foram comparados
entre si, as diferencas presentes nao foram significativas.
Também, o isolado TI5P nao diferiu estatisticamente de Tal-]
e da mistura. Entretanto, Tal=-1 foi estatisticamente superior
a mistura (p<0,05).

Em geral, T. viadide e T. kondngidl nao favorece
ram a germinacao das sementes em solo autoclavado (Figura 10 C-D).

Um dos fatores responsaveis pode ter sido devido ao aumento do nimero

de propagulos no solo, formando uma densa massa de micelio e
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conidios, dificultando assim a emergéncia das plantulas. Pode-

se observar pela Tabela 14 que em 10 dias, apds o procedimento

da semeadura, verificou-se que o indice de sobrevivencia de
Tal-1 e TI5P teve um forte acréscimo. Entretanto, nesta fase
os outros isolados, os quais desenvolvem-se mais rapidamente,

ja se encontravam em declinio no solo.

Em solo natural, foi observada uma melhoria
na germinagao de F100 e RVIII em relagao ao controle, exceto
quando RVIII foi tratada com TI5P. (Figura 10 A.B).

O0s isolados de T. kondingii nao diferiram es-
tatisticamente entre si, pois ambos favoreceram a germinagao
das sementes, tanto para o hibrido F100 como para RVIII. O iso-
lado Tal-1 foi superior em promover a germinagao, a todos os

demais, embora, pelo teste do x2

as diferengas entre eles nao
tenham sido significativas (Tabela 12.3). 0 gendtipo da planta deve

ser também considerado, pois TI15P mostrou-se sempre incompati-

vel com RVII! (Tabela 12.3.4).

Em geral,  pode-se concluir que Twb,
CNP311A, Tal-1/T15P (mistura) e Tal-1 estimularam
a germinagéo de RVIII, e todos Oos antagonistas testa -

dos favoreceram a germinagao de F100 em solo natural. A mis-
tura de isolados de T. virdi{de nao correspondeu as expectativas
pois, na maioria das vezes, Tal-1 foi superior quando testado
separadamente. No controle, o crescimento de organismos patoge

nicos foi favorecido pela adicao do substrato apenas esterili-

zado.
De acordo com WINDHAM et alil (1986) T.harzia

aum e T. konding{i aumentaram significativamente a emergencia
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de plantulas de tomateiro, fumo e rabanete tanto em condi -
¢oes axenicas como em condigOes gnotobidticas (rabanete).

Neste caso, os agentes de biocontrole puderam
contribuir para a eficiencia na germinagao, predominantemente,
devido ao controle de patogenos menores.

Alem disto, esses agentes de biocontrole foram
capazes de favorecer o crescimento de F100 e RVII}. Os resulta
dos deste experimento e respectivas medias constam da Tabela 13.
0 delineamento em blocos ao acaso, arranjado em parcelas subdi
vididas (Tabelas 7 e 8 do Apendice) foi analisado em fatorial
para os tratamentos em solo autoclavado porque oOs quadradoé me
dios dos residuos da sub parcela tantc para altura de plantas como
matéria seca foram menores e iguais, respectivamente, aos quadra
dos medios dos residuos das parcelas (P|MENTEL GOMES, 1981).

Tabela 13 - Valores médios do Experimento 1l1 - Influéncia

de T. hondingii e T. virndide no desenvolvimento de

plantas em solo autoclavado e em solo natural.
Peso matéria secal(qg) Altura (cm)
Isolados Solo Solo Solo Solo
autoclavado natural autoclavado natural
Twb 2,1b4a 2,73a 33,24 37,41 a
CNP311A 1,56 ab 2,65a 29,72 ab 36,72 ab
T15P 1,29 bc 1,95 b 24,93 b 35,31 bc
Tal-1 1,19 be 1,82 b 26,47 b 34,99 be
Controle 1,13 bc 1,23 ¢ 27,85 b 26,65 d
Tal-1/T15P 0,93 < 2,14 b 26,75 b 34,99 ¢

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade (D.M.S. = 0,617;
D.M.S. = 0,331; D.M.S. = 5,301 e D.M.S. = 2,165, respec~-

tivamente.
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As analises de variancia foram efetuadas ape-
nas em 5 repeticoes (Tabelas 7 e 8 do Apéndice] porque a
germinacao das sementes na testemunha foi ineficiente em

solo natural, sendo necessaria a eliminacao de um bloco (re-

peticao).

A analise de variancia da Tabela 7 do Apéndice
detectou pelo menos um contraste significativo entre os
isolados de Tanichoderma spp. testados quanto a altura de

plantas (p < 0,05) e peso seco (p<0,01) em solo autoclavado.
Nao houve comportamento diferencial de isolados em relacao a
cultivqr testada, tanto para altura como peso de matéria se-
ca. 0 teste de Tukey detectou que apenas Twb diferiu es-

tatisticamente do controle em relagao a altura e peso seco.

A analise de variancia para o experimento rea-
lizado em solo natural encontra-se na Tabela 8 do Apéndice,
a qual detectou pelo menos um contraste significativo entre
isolados (p<0,05) tanto para altura de planta como para peso
de matéria seca e cultivares. Nao houve comportamento dife-
rencial de isolados quanto ao tipo de planta testado. Pelo
teste de Tukey (p<0,05) todos os tratamentos diferiram do con

trole para altura e peso seco de plantas. 0s isolados de T.honin-
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gi{ foram superiores em relacao aos demais. Pode-se veri-
ficar que as plantas cresceram melhor em solo natural do que
em solo autoclavado. Provavelmente, deve ter ocorrido uma
interacao benéfica entre Talchodeama spp. e a microflora exis

tente nesse solo.

0s isolados de T. koningii, especialmente
Twé6, apresentaram os melhores resultados quanto a resposta
ao ganho no crescimento de plantas induzido por agentes de
biocontrole nos dois tipos de solo testados. Tadlchodeama spp.
produz um fator de crescimento que aumenta a taxa de germina

cao de sementes e o crescimento de plantas (WINDHAM e alid,

1986) .

A mistura de isolados de T. virdide (Tal-1/
TI5P) nao diferiu de Tal-1 e TISP, para altura de planta e
peso seco em nenhum dos ensaios. Contudo, pelos resultados
apresentados na Tabela 14, até o 2102 dia, ainda foi possivel
recuperar os dois isolados de T. viadlde, embora o numero de
colonias de TISP foi menor do queTal-1. Em solo auto-
clavado, T. vind{de nao teve influencia no desenvolvimento de
plantas. Entretanto, em solo natural houve um acréscimo no

desenvolvimento de plantas tratadas com T. viadde.

O0s isolados de T. harzianum avaliados e sele-
cionados pelos testes de antibiose nao foram testados sy

gerindo que estes isolados fossem empregados futuramente em
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outros testes, visando estudar o potencial dessa espécie no
crescimento de plantas de berinjela pois, CHUN et alidi

(1986) e WHINDHAM et alii (1986) obtiveram sucesso com o seu
uso. Além do mais, T. harzianum apresentou . bons resulta
dos no controle da murcha verticilar em condicoes de casa de

vegetagao e de campo.

L, L, Experimento 1V

b.4h.1., Sobrevivencia de T. koningii e T. viride

no solo
0s resultados foram apresentados na Tabela 14
através da porcentagem de sobrevivéencia de propagulos dos

antagonistas no solo.

Desta maneira, a porcentagem de sobrevivéencia
foi encontrada atraveés da relacao entre o numero de colonias
detectada's no primeiro dia e o nimero de coldnias detectadas
em 10, 37, 79 e 210 dias. Observou-se uma diminuicao acentua
da na sobrevivencia de T. keningil{ especialmente para o
isolado Twbd nos primeiros 10 dias apos a infestacdo do solo
nos dois tipos de solo estudados. Entretanto, esta concentragao de
indculo foi suficiente para controlar patdogenos menores no
solo e aumentar a emergéncia de plantas, conforme ilustra a
Figura 10. Os isolados de T. viride, nesta fase (10 dias) au-
mentaram sobremaneira o numero de propagulos, especialmente,
o isoltado T15P, com 1639% em relagéo ao numero original de
propagulos. Provavelmente, a grande densidade de indculo nao

favoreceu a emergéncia de plantas guando as sementes foram



Tabela 14 - Sobrevivencia de T. koningii e T. vindide apos 210 dias no solo. Valores médios ep

porcentagem de sobrevivencia no solo

SOLO AUTOCLAVADO B SOLO NATURAL

Dias S _, UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA/g DE SOLOQ . 3

« Diluicac 10 10-3 Diluicao 1077 107!
| solados 1 10 37 79 145 210 210 1 10 37 79 145 210 210
Twb 100 26,5 1,10 0,55 9,37 1,93 83,0 100 2,29 0,0 1,63 0,0 0,32 13,0
T15P 100 1639,3 175,0 7,14 3,57 3,57 72,0 100 67,31 80,77 13,46 113,46 0,0 49,0
Tal-1 100 107,2 4,8 2,8 1,60 0,0 71,0 100 36,19 1,90 19,05 0,0 0,32 4Lo,0
Tal- TI15P 100 47,5 20,9 9,39 1,93 4,25 61,0 100 38,78 14,29 2,04 9,8 0,0 46,0
CNP3I1I1A 100 65,3 79,9 17,60 0,0 0,5 37,0 100 15,47 1,80 2,16 0,35 0,0 17,0

- S - . ~ -3 Lo
* Valores medios referentes a diluigao em serie na concentragao 10 correspondem aos dados originais

de contagens do nimero de coldonias em meio de Martin modificado para Tadichodenma sp.(HOMECHIN, 1987),

em 4 repetigoes.

tet
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tratadas com TI5P, em solo autoclavado. No entanto, em solo
natural este isolado que apresentou percentuais mais baixos
de unidades formadoras de coldonias/g de solo foi o mais efi-

ciente na emergencia de plantulas.

No geral, as populacoes foram substancialmente
reduzidas porém, o isolado Twb que apresentou os mais baixos
percentuais de sobrevivéncia do ensaio, por outro lado, al -
cangou resultados mais positivos em termos de melhoria na ger

minagao de sementes e no vigor das plantulas de berinjela.

Conforme PAPAVIZAS (1985), as espécies de
Tnichoderma podem sobreviver em muitos nichos ecoldgicos de-
pendendo das condicoes predominantes e do potencial genético

do organismo.
L.5. Experimento V
L.5.1. Bioensaio em condigoes de campo

Os isolados de Tadlchoderma spp. empregados
neste estudo foram eficientes na reducao do indculo de V.
dahfiae, apds 109 dias. A quantidade de doenca foi de 5%

(CNP17), 8% (CNP311A) e 13% (T15P) de acordo com a Figura 1.

Para que o biocontrole de patogenos seja bem
sucedido torna-se necessario o favorecimento do antagonis-
ta atraves de varios fatores: substrato adequado para o

desenvolvimento e ativagao da produgao de enzimas liticas
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e/ou antibioticos, temperatura e pH, quantidade e idade do

indculo, modo de inoculagao e gendtipo do organismo.

Os isolados de Tadichoderma testados foram
superiores genotipicamenté no tocante ao crescimento e
producao de antibidticos em varios niveis de temperatura com
excecao do isolado CNP17 (T.harzianum) que nao foi empregado
no teste anterior (item L4.1.4). JOHNSON et ali<(1987)relataram
que T. harzianum possui boa adaptacao em regioces de clima
quente. Os isolados CNP311A (T. hkoningii) e TI5P (T.vindide)
apresentaram bons resultados em temperaturas baixas (13 e 18°¢C).
J3d que este ensaio foi instalado no inverno (julho) e deve-
ria estender-se até a frutificacao (dezembro) fez-se necess3
rio estudar o desempenho desses isolados em uma ampla faixa
de temperatura, sendo de 13 a BZOC. £ conhecido que a inci-
dencia da murcha verticilar em berinjela € mais acentuada
em temperaturas amenas, podendo estender tambem em temperatu
ras mais altas. Os isolados de Tadichodeama testados foram
capazes de crescer na mesma faixa de temperatura de V. dah-

Liae, conforme foi descrito anteriormente.

Em geral, os efeitos de pH foram mais pronun-
ciados na producao de metabdlitos do que no desenvolvimento
das colonias. De acordo com CHET & BAKER (1981), HARMAN &
TAYLOR (1988), a germinagao de propagulos de Tadlchoderma

spp. € mais favorecida em condigoes acidas

Quanto a V. dahfiae, DUTTA (1981b) observou

que, em condigoes de laboratorio a faixa de crescimento foi
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de pH 3,5 a 10,5, Entretanto , o pH 5,5 proporcionou o melhor
crescimento. Por outro lado, a severidade da murcha foi maior

em solo alcalino.

A incidéncia de doenca na testemunha foi relat]
vamente baixa, apesar da intensa patogenicidade do isolado [Mj

(60%). 1sto provavelmente pode ser atribuido ao pH do solo: 4,5

Por outro lado, os antagonistas foram beneficia

dos pelas condigoes acidas do ambiente.

0 modo de inoculagao é outro fator igualmente
importante para alcancar a eficiéencia do controle de doeﬁgas de
solo. As covas de plantio receberam primeiramente o indculo do
patogeno e posteriormente, o inoculo do antagonista. Desta ma-
neira, as rafizes das plantas puderam entrar em contato com o an
tagonista, inicialmente. 0 mesmo nao ocorreu na testemunha,
pois, as plantas foram transplantadas para as covas zntrando
diretamente em contato com o patdogeno. Nos testes realizados an
teriormente em condigoes de campo, apds a infestacao das covas
de plantio com V. dahfiae, foi acrescentado na testemunha mi-
lho-pipoca esterilizado na mesma proporcao dos antagonistas. Ags
sim, os microrganismos nativos, provavelmente, ocuparam essa
base alimentar e antagonizaram V. dahfiae. Dai, a razao pela
qual a quantidade de doenca na testemunha ter sido bastante re-

duzida (teste nao descrito neste estudo).

0 controle bioldgico de patogenos que causam

doengas Vvasculares pode ser mais dificil de ser alcancado

pois, o fungo infecta a planta em qualquer fase de seu desen-
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volvimento (SCHROTH & HANCOCK, 1981). Também, os sintomas po-

dem vir a se manifestarem mais tardiamente (CATAN! & PETERSON,

1967).

A avaliacao da reacao do hospedeiro efetuada
no 70° dia apos a infestacao dos fungos no solo mostrou que o
isolado CNP17 controlou completamente a murcha verticilar, en-
quanto gque a quantidade de plantas doentes foi de 2,5% <com o
isolado CNP311A, com o isolado TI15P foi de 10% e com a testemu
nha foi de 35%. Pode-se observar que a incidencia da murcha
neste Ultimo sofreu um maior incremento na avaliacao final =~
60% (Figura 11). Nos demais tratamentos o acréscimo de plantas
doentes foi menor. Com o isolado TI5P ocorreu uma redugao de
plantas doentes da primeira para a segunda avaliagéo. lsto po-
de ser atribuido ao ataque de outros organismos (insetos, por

exemplo) nas parcelas.

Se os antagonistas sao capazes de sobreviver e
controlar V. dahfiae, sugere-se estudos mais detalhados no
sentido de integrar eficientes agentes de biocontrole, fungici
das e variedades de berinjela com niveis de resisténcia visan-
do atenuar a severidade da murcha verticilar em berinjela. Tanm
bém necessitariam ser testados aqueles isolados de Talchodeama,
os quais foram eficientes nos testes «n v{fro em confrontacao
direta, embora, nao tivessem sido capazes de produzir antibio-
ticos eficientemente nos testes de antibiose, pois, o mecanis-

mo de agao destes pode ser o parasitismo ao invés de antibiose.
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De acordo com DENNIS & WEBSTER (1971c) a antibiose € inversa-

mente proporcional ao parasitismo.

Os isolados de Tadichodeama spp. testados apre-
sentaram bons resultados quanto a sobrevivéncia no solo, produ
cao de metabolitos toxicos capazes de afetar os propagulos de
V. dahliae, resistencia a temperaturas extremas e estabilidade

metabdlica.

KENNERLY & STACK (1987) listou estas quatro
caracteristicas essenciais para iniciar-se um programa de me-
lhoramento de linhagens de Tailchoderma visando controlar doen-
cas causadas por fungos que produzem esclerdcios. Reunir estas
caracteristicas em um s6 organismo, seja por fusao de proto-
plasto ou pela clonagem de genes nao € a opiniao de BAKER
(1987b). 0 autor acredita que varios organismos com caracteris
ticas desejaveis seriam mais eficientes pois, quanto maior € a

complexidade em um ecossistema maior € a sua estabilidade.

A obtencao de novos bidtipos através de agen-
tes mutagenicos tem auxiliado a elucidar alguns pontos chave
no desempenho de agentes de biocontrole, como aqueles bidtipos
desenvolvidos por AHMED et af.il (1987) resistentes a fungici-
das e potentes colonizadores de rizosfera. Desta maneira, al-
guns estudos deveriam ser conduzidos no sentido de evidenciar
mais detalhadamente a competéncia de isolados de T. vialde, T.
harzilanum e T. Roningii{ na rizosfera de berinjela. Assim, as
mudas poderiam ser transplantadas para o campo ja pré-coloniza

das com estes antagonistas.
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5. CONCLUSQES

Os resultados obtidos nas condicoes em que

se desenvolveu o presente estudo permitiram concluir que:

1. os antagonistas eficientes produtores de
metabolitos volateis (Tal-1, TI5P, CNP311A e Twbé) e nao vo-
lateis (CNP17, CNP311A, Tal-1, TI5P, Twb e TCIi!) foram capa-
zes de exterminar V. dahfiae em meio de extrato de malte e

milho pipoca;

2. os mecanismos de parasitismo de Tadlchoder-
ma foram especialmente lise de hifas, enrolamentos de hifas,
crescimento paralelo de hifas parasitas e hospedeiras, forma -

cao de ganchos e rede de hifas;

3. a faixa otima para crescimento e produgao
. .« = . . .. . . - e}
de antibioticos de T. honingiL e T. virdide e de 28 C.
Quanto ao pH existe uma preferencia para os niveis mais aci-

dos, principalmente para a producao de metabolitos;

L. os antibioticos produzidos por T. koningidl

e T. viadde podem inibir seu proprio metabolismo.
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S. T. koningidi e T. vindide favoreceram a emer
géncia de plantulas de berinjela, possivelmente, devido ao
controle de patogenos menores em solo natural, exceto para o
isolado TI15P, que mostrou um efeito antagonico em relacao a
RVIITI. T. koningidi foi mais eficiente do que T. vinide no

desenvolvimento de plantas de berinjela;

6. os agentes de biocontrole T. vindide e T.
koningii podem sobreviver no solo durante o ciclo da cultura

de berinjela; e controlarem ou reduzirem a incidéncia da murcha.

7. o isolado CNP17 (T.harzianum) foi eficien-
te na reducao do inoculo de V. dahfiae em condigoes naturais

de campo, proporcionando o controle da doenga em 95%.
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Tabela 1 - Valores e significancias dos quadrados medios e coe-
ficiente de variacao da analise da variancia dos
testes de antagonismo em confrontacao direta com

Thichodeama spp. e V. dahfiae. Piracicaba, SP. 1988.

Fontes de lsolado IM;g Isolado M9 Isolado IM2q
Variacao GL QM QM oM
Tratamentos 18 0,8L44** 1,544%* 0,962**
Residuo 38 0,320 0,478 0,119
Total 56

Media 8,84 9,06 8,71

cy (%) 6,39 7,63 3,96

Transformacao: VX

Unidade: x = %C; onde %C = DT/DE x 100

.l significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste F



Tabela 2 - Valores e significancias dos quadrados meédios e coe-

ficientes de variagao da analise da variancia dos

testes de antibiose. Piracicaba, SP. 1988.

Fontes de Testador M, Testador IM, Testador [IM3
Variacgao GL QM QM- QM

I I1 I I1 I IT!
Tratamentos 19 2,34% 14, 34*% 2. 26% 9,66** 3,76 7,89%*
Residuo Lo 0,09 0,94 0,11 0,24 0,13 0,33
Total 59
Media 6,53 3,84 7,05 4,98 6,32 5,03
cv (%) 4,55 25,34 4,65 9,90 5,77 11,43

1
I e IT representam os valores dos quadrados médios de diametro

de colonia de Trichodenrma spp. e diametro do halo de inibigao,
respectivamente
«x:significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F

:significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste: F



Tabela 3 - Valores e significancias dos quadrados médios e coe-
ficientes de variacao da analise de variancia do Tes
te de influéncia de pH e temperatura no <crescimento
e na producao de metabdlitos de TaiLchodearma spp.
Piracicaba, SP. 1988.

Fontes de Colonia

Variacao GL QM
Temperatura (T) 2 197,61%%
pH 2 0,09"°
Isolados 3 8,15%%
T x pH L 0,31-}ns
T x | 6 3,42%%
pH x | 6 1,07%*
T x pH x | 12 0,36"°
Residuo 72 0,27
Média 3,57
cV (%) 14,62

Dados originais de diametro médio de colonia em 3 repeticoes
#«: significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F

ns: nao significativo
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Tabela 4 - Valores e significancias dos quadrados médios e
coeficiente de variacao da analise da variancia
do teste de influencia de temperatura e pH no

crescimento e producao de metabdlitos por T. v4

adide e T. kondingdii. Piracicaba, SP. 1988.
Halo de inibicao

Fontes de

- lsolado Tal-1 {solado CNP311A
Variagao

GL QM GL QM

Testemunha (T) 3 25,892%% 4 69,957%%
pH 2 5,388%% 2 4, 782%*%

T x pH 6 1,035%% 8 0,887ns
Residuo 24 0,260 30 0,652
Média 5,18 5,21
Coeficiente de variacgao(%) 9,85 15,50
**% : significativo ao nivel de 1% de probabilidade

ns : nao significativo

Tabela 5 - Andlise de variancia do teste de influencia de

metabdlitos volateis no crescimento de V. dahfiae.

Valores percentuais de colonizagao. Piracicaba,SP.

1988
Fontes de Variacgao GL QM?
Tratamentos 4 2,576%*
Residuo 15 0,1273
Total 19
CV ('06>: 873
**: gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste F

/

valores transformados em Vv x
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Tabela 6 - Valores e significancias dos quadrados médios e
coeficiente de variagao da analise da variancia

do teste de auto inibicao por metabdlitos de

Trhichodeama spp.. Piracicaba, SP. 1928,
Fontes de Variacao GL QM
Blocos 3 0,300"°
Tratamentos 19 13,457%%
Residuo 57 0,201
Total 79
cv (%) 10,00
**:significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste F

ns:nao significativo.

Tabela 7 - Valores e significancias dos quadrados medios e
| coeficientes de variacao da analise de variancia
do Experimento ll1: Influéencia de T. koningidi e

T. virdde no desenvolvimento de plantas em solo

autoclavado. Piracicaba, SP. 1988.

Fontes de Peso seco Altura
GL
Variacao QM QM
Blocos 4 0,80"° 82,55%%
Cultivares (Cv) 1 G,23%% 0,05ns
Isolados (1) 5 1,83%% 82,657
Cv x | 5 0,69Nns 58,26N0S
Residuo Ly 0,39 29,16
cv (%) 45,80 19,70

* e *%; significativos aos niveis de 1% e de 5% de probabili
dade pelo teste F -

ns ! nao significativo



Tabela 8 -

15k

Valores e significancias dos quadrados médios e

coeficientes de variacao da analise de variancia
do Experimento 111: Influencia de T. hondingiL e
T. virdide no desenvolvimento de plantas em solo

natural Piracicaba, SP., 1988.

Fontes de oL Peso seco _ Altura

Variagao QM QM

Blocos 4 0,396"° 27,503"°

Cultivares(Cv) 1 L,osy** 15,8113

Erro (A) 4 1,400"S 4L3,060MS

Parcela !

lsolados (1) 5 3,118%* 185,192**

I x Cv 5 0,546NS 24,5530%

Erro (B) Lo 0,671

Média 2,08 33,88

cv (%) 39,30 15,80

** e ns: significativo ao nivel de 1% de probabilidade e nao
significativo, respectivamente, pelo teste F
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Tabela 9 - Valores e significancias dos quadrados médios
e coeficientes de variacao da analise de va-
riancia do Experimento IV - Sobrevivéncia de

T. koningdil e T. virdde na rizosfera de berin-
jela. Piracicaba, SP. 1988.

Fontes de Ensaio | Ensaio I1
Variagao GL QM GL QM
Blocos - - 7 0,1600S
lsolados (1) 3 0,063"% 3 0,308%
Cultivar (Cv) 1 0,0140S 1 0,018ns
I x Cv 3 0,0187"Ns 3 0,092
Residuo 17 0,008 L9

Média 243,75 199,75
cv (%) 3,91 13,80
Transformacgao log x log x

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo tes-

te F

ns:nao significativo



156

*|edanieu o|os ws ‘sejue|d 9p OJUSW|A|OAUDSDP 3
oedeujwiab eu +dds puwyapoydYY| °p eIdUIN|JuUl Ip 21521 oe apuodssadod (¢) osdwnu ( -seiue|d
9p OjuswiA|OAUaSap @ oedeulwaab eu -dds pwyapoyOYY | Sp eIOUIN|Jul Bp 21521 O waquwel o -dds

PUKIPOYDYY | @ 2VIYFYYp ‘) wod eauel|nwis oedeisajul :(1]1}) owsjuobejue ap 231s23 ou opebasduws
opeae|d01ne (euanisjw) o|0s oe apuodsatlod (g) OJdwWNU O ¢IVYFYVP °p WOD 0|O0S Op (Jolua3rsod)

oedeisajul i(J]) owsiuobejue ap 215931 ou opebasdws (eanisjw) o|os oer 9puodsaal0d-([|) OJdWNU () 4

[g°0 S0°‘tC 8L 1T 0z‘0 €n‘o SHt En'y 089 0¢°¢ §¢9¢¢ 0/°0 szl ¢
[3°0 940 g1l 01°€¢  LL0 £‘9 91 ge‘¢ g1l 0‘Zyl £€‘0 NN z
L1 - - - - 8y LT gL €€°0 898 - SZ°‘9 I
|Y+H uz Ul 24 nj S Bw e) NI d N Hd sas||eue
ap
wdd % . ON

(epedninilse exou4 eLU9]) O|OS ap edjwinb asy||euy - | e|agey

. -








