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POTENCIAL 

RESUMO 

ANTAGÔNICO DE ESPtCIES DE Tnichodenma CONTRA 

Venx icillium dahliae Kleb. EM BERINJELA 

(Solanum melongena L.} 

Autora: MAfSA PIMENTEL MARTINS 

Orientador: Dr.lTAMAR SOARES DE MELO 

Buscando meios alternativos para o controle da 

murcha verticilar causada por V. dahliae Kleb. elaborou-se 

este estudo que teve corno objetivosverificar o potencial an

tagônico de espécies de Tnichodenma no controle de V.dahliae 

in vixno para posterior emprego nos testes in vivo e em co� 

diçÕes de campo; estudar a sobrevivência dos agentes de bio

controle em solo natural e autoclavado; verificar o poten

cial dos antagonistas na germinação de sementes e no desen -

volvirnento de plantas. Os isolados de T. koningii ( Tw6 e 

CNP311A); T. vinide (T15P e Tal-1) e T. hanzianum (CNP17 e 

TCl 1) foram eficientes na redução do inõculo de V. dahliae 

in vixno. A faixa ótima de temperatura para desenvolvimento 

e produção de metabôlitos foi de 28 ° c e em relação aos pHs 

testados verificou-se que os antagonistas não mostraram com

portamento diferencial quanto ao seu crescimento. Entretanto, 

a produção de metabó1itos foi favorecida em pH 4,5. Os iso19 



dos de T. QOningii e T. vi�ide inibiram o crescimento de V. 

dahliae pela produção de metaból itos voláteis, além desses 

isolados serem também inibidos pelos próprios metaból itos. A 

germinação de sementes de berinjela foi favorecida pela pre

sença de antagonistas em solo natural, apesar de concentra

ções mais altas do inóculo inibi�em a emergincia de plintulas. 

T. QOningii (Tw6) proporcionou o maior tamanho de plantas e

peso seco de plantas. Os isolados T15P, Tal-1; CNP311A e Tw6 

sobreviveram em solo natural durante 210 dias. A quantidade 

de inõculo de V. dahliae foi drasticamente reduzida pelo isg 

lado CNP17 (T. ha�zianum} e neste caso, o biocontrole pode 

ser efetivo em condições nat urais de campo. 



ANTAGONISTIC POTENTIAL OF Tnichodenma SPECIES AGAINST 

Ven�icillium dahliae Kleb. IN EGGPLANT 

( Solanum melo ng ena L.) 

Author: MAISA PIMENTEL MARTINS 

Adviser: DR. ITAMAR SOARES DE MELO 

SUHMARY 

The objective of the present study was to identify 

the potential of species of Tnichode�ma to control Vertici 11 ium 

wilt in eggplant. The following related points were considered: 

the antagonistic potential of Tnichodenma species against V. 

dahliae i n vi tro and in vivo; survival of these species i n

natural and steri I lzed soils, and the effect of Tnichodenma spp. 

on eggplant seedl ing emergency and growth. Under control led 

conditions, in vitro , isolates Tw6 and CNP311A of T. /2.oningii; 

Tl5P and Tal-1 of T. vinide and CNP 17 and TCI I of T. hanzianum 

were efficient in reducing V. dahliae inoculum. For fungus 

development and metabol ltes production, 28
°

c was the best 

temperature, among those tested. pH levels tested showed no 

apparent effect on isolate growth, although metabol ite production 

had been enhanced at pH 4,5. 

antibiotics, T. lzon,{ngii and 

Thought the production of volatile 

T. vinide inhibited V. dahliae 

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



plant seedl ing emergence was enhanced by Ttr._ic.hode,11.ma. in natural 

soi l, and inhibited at increasing spore concentration. T.k.onin.gii 

isolate Tw6, increased plant leight and dry weight. lsolates 

Tl5P, Tal-1, CNP311A, and Tw6 survived in natural soil for 

210 days. The inoculum amount of V. da.hlia.e was reduced on the 

p r e s e n e e o f T. h a.tr._ z ..[ a. n. u..m , i s o l a t e C N P 1 7 , i m p 1 y i n g t h a t b i o e o n t r o 1 

can be effective under natural conditions. 



1. INTRODUÇÃO

A murcha verticilar causada por Ve�ticillium 

dahliae Kleb. pode destruir campos inteiros de berinjela (So

lanum melangena L.) em áreas altamente infestadas com o patª 

geno. 

Os primeiros sintomas se manifestam na planta 

através da perda de cor das folhas basais, as quais se tor

nam amareladas e secas. O caráter unilateral da doença e fre 

quente, onde pode necrosar apenas uma metade da folha, ou 

apenas uma folha ou um só ramo da planta. Ocasionalmente, a 

verdadeira murcha ocorre quando muitas folhas tornam-se flá

cidas simultaneamente, acompanhada pela perda de turgor nas 

raízes. Caracteristicamente, ocorre uma descoloração vascu -

lar nos tecidos afetados pelo patôgeno. 

Algumas medidas de controle têm sido tomadas, 

como uso de fungicidas, rotação de cultura e emprego de cul

tivares com certos níveis de resistência. Os fungicidas são 

efetivos exclusivamente em regiões de infestação recente e 

de baixa densidade de inóculo. Entretanto, os fumigantes de 

solo tornam-se inviáveis devido ao seu elevado custo e aos 
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possíveis efeitos adversos sobre o ambiente. A rotação de 

cultura pode nao ser um meio efetivo na redução das perdas 

pela doença porque o patôgeno possui uma ampla 3ama de hos

pedeiros, desde as espécies domesticadas até as ervas dani

nhas. Ademais, as cuJti:vares comerciais de berinjela carecem 

de resistência a murcha causada por V. dahliae. 

Esse patôgeno pode persistir no solo durante 

muitos anos na forma de microesclerôcios (WILHELM, 1954). Sob 

condições favoráveis, microesclerôcios podem germinar e pro

duzir conídios e hifas, as quais podem infectar as raízes. 

Entretanto, durante essa fase, o patôgeno pode ser afetado 

pelas interações com a microflora. Assim, os fungos antago

nistas residentes em solos, possuem alguns atributos que po

dem ser fatais ao patôgeno, reduzindo o potencial de inôculo 

e consequentemente, causando um declínio na 

doença. 

incidência da 

Dentre os fungos antagonistas, algumas espe

cies de T�ichode�ma, tais como T. vi4ide (= T. ligno4um), T. 

koningii, T. ha4zianum, T. hamatum e T. p�eudokoninqii si-

tuam-se como um dos mais potentes e eficientes saprQ 

fitas de solo. Produzem enzimas e antibióticos que causam a 

degradação da parede celular de esclerôcios, Mifas e coní

dios de seus hospedeiros. Entretanto, o maior problema em se 

aplicar antagonistas no solo está na sua incapacidade de tor 

narem-se estabelecidos no ecossistema e superarem a resistência 
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da microflora do solo (SIVAN et alii, 1984). Apesar desses 

problemas, as pesquisas na area de controle biológico de 

patõgenos de solo com a introdução de antagonistas têm sig 

nificativamente aumentado e muitos progressos têm 

alcançados. 

sido 

O presente estudo teve por objetivo avaliar 

o potencial de algumas espécies de Tnichode�ma para o 

controle da murcha causada por V. dahliae em berinjela, co 

mo: 

A. Selecionar isolados de Tnichode�ma sp. em

condições de laboratório. 

B. Testar o potencial de isolados seleciona-

dos in vitno para controlar V. dahliae em condições de 

campo e de casa de vegetação. 

C. Verificar a influência de Tnichodenma spp.

na germinação de sementes e desenvolvimento de plantas de 

berinjela. 

D. Estudar a sobrevivência e proliferação dos

antagonistas no solo e na rizosfera de berinjela. 



2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1. Velt1;i..cllUum dahllae: sua importância na cultura 

de berinjela 

4 

Muitas controversias vem sendo mantidas sobre 

a validade das espécies V. albo-atnum e V. dahllae. Alguns 

autores consideram V. albo-atnum e V. da.hllae, 1 inhagens de 

uma única espécie: V. albo-a��um (VIEGAS, 1939; FORDYCE JR. 

& G R E EN J R. , 1 9 6 4 ; S H MO N T !'NA & G ORLE N K O , 1 9 6 8) • 

Entretanto, estudos realizados através de te§ 

tes serolôgicos demonstraram que cada espécie do fungo pos

sui componentes antigênicos específicos. Evidentemente, exi§ 

tem diferenças significativas entre V. albo-atnum e V. da.h

llae, podendo ser consideradas espécies diferentes (TERANI-

S I H I e.t a.lll, l 9 7 3 ) • 

De acordo com BRUEHL ( 1986), os dois maiores 

patõgenos da murcha vertici lar são V. a.lbo-atnum, que mos

tra colônias inicialmente claras (alba), tornando-se escu 

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

microesclerócios em abundância sobre a maioria dos meios. 
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Além do mais, V. dahliae e mais comum em re-

giÕes de temperatura mais alta, embora, ambas 

sejam encontradas em regiões de clima frio. 

as espécies 

A murcha de Vertici 11 ium é uma séria 

em muitas culturas agronomicamente importantes, 

berinjela, tomate� batata e outras . 

doença 

incluindo 

A rotação de cultura não tem sido recomendada 

como uma medida eficiente de controle porque a gama de hosp� 

deiros do fungo ê bastante ampla, incluindo plantas cultiva

üaS e ylgumas ervas daninhas (SILVA & TOKESHI, 1979). Estas 

últimas, embora apresentando descoloração vascular, nao 

mostram sintomas externos. Com isto estes autores concluiram 

que, Ve��iQillium spp. pode sobreviver por extensos 

dos em hospedeiros nativos durante os períodos de 

de cultura. 

perío

rotação 

A sobrevivência de V. dahliae no solo durante 

longos períodos é devida a sua estrutura de resistência co

nhecida corno microesclerócio (SCHREIBER & GREEN, 1962). Es

tas estruturas podem germinar repetidamente e produzir pequ� 

nos conídios no solo (FARLEY e� alii, 1971). A esporulação 

pelos microesclerôcios é alcançada através de suas próprias 

reservas. Assim, ciclos amenos de chuva e seca podem produ

zir repetidos cultives de conídios, entretanto, eles decl i-

nam com a exaustão do microesclerócio. Isto evidencia que, 

muitos dos microesclerócios que germinam durante o período 
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Úmido perdem sua capacidade de suportar a seca quando o

solo torna-se aerado durante períodos mais secos (BRUEL, 1986). 

A transformação de conídios em microesclerócios foi observa-

da pela primeira vez por WILHELM {1954). Quando ocorre o

secamente gradual nas pontas dos conídios, estes parecem in

ahar-se e germinam através de finos tubos germinativos, com 

a consequente formação de anastomose entre esses pequenos 

tu_bos. Assim, acrescenta o autor, essa massa de conídios po

de transformar-se então, em um pequeno microesclerócio de 

coloração escura. 

De acordo com PERRY & EVERT (1984), microes

clerócios sao compostos de células vivas e células mortas. 

Este autor cita o trabalho de Schanathorst 1 
ô qual diz 

que microesclerócio de V. dahliae, aparentemente, e for-

mado como resultado do desenvolvimento saprofftico do patóg� 

no e não durante a fase parasítica ativa do fungo. O autor 

acrescenta ainda que, microesclerócios foram encontrados em 

vários estádios de desenvolvimento dentro da epiderme, cor

tex e floema de raízes de batata. 

Recentemente, KRIKUM & BERNIER (1987) report� 

ram que as espécies de gramíneas (trigo, cevada, centeio e 

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

l 

SCHNATHORST, W.C. Life cycle and epidemiology of Ve�ti-

c.,lllium. In: Fungal wilt disease of plants. Edited by 

M.E.Mace, A.A. Bel l, and C.E.Beckman. Academic Press,

New York, pp.81-1 l l, 1981
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porque microesclerócios estavam presentes nas raízes de to

das essas espécies. Desta maneira, constatou-se que microes-

clerócios são importantes fontes de inóculo primário (PERRY 

& EVERT, 1984). 

Devido às dificuldades envolvidas nos estudos 

de colonização de fungos de rai7, a maioria deles é feita em

casa de vegetação (GER!K & HUISMAN, 1985). Estes autores en

contraram que � colonização de V. da.hlia.e, ocorre nos primei-

ros estádios de vida da raiz, próximo a ponta. Além disto, 

as áreas de formação de raizes laterais são zonas onde ocor

rem extensivas disrupções de células e provavelmente, há li

beração de nutrientes. Desta forma, comentam os autores, es

esses possíveis pontos de entrada para o sistema vascular do 

hospedeiro são, certamente, o próximo passo para a coloniza

ção do fungo. 

Com auxílio de microscopia eletrônica, PERRY 

& EVERTY (1983) verificaram que a penetração de hifas ocorre 

diretamente através das células epidermials, aparentemente, 

ajudada pelas enzimas hidrolíticas. Sintomas de murcha foram 

primeiramente notados com 2 dias após as hifas serem encon -

tradas em elementos do vaso na raiz. 

As cultivares comerciais de berinjela sao su§ 

cetíveis à murcha causada por V. da.htia.e,. O híbrido FlOO e o 

mais cultivado no Brasi 1 por apresentar excelentes caracte -

rísticas agronômicas, maior vigor e produtividade em condi-
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ções adversas. No entanto, e extremamente suscetfvel ao patõ 

gene. Já as introduções canadenses ( RV-.1, RV-11, RV-111 e 

R-IV)mostram nfveis mais altos de resistência a esse patõge

no (MELO, 1984). 

2.2. Mecanismos de controle biológico de doenças de 

plantas 

Os organismos antagonistas que têm potencial 

para interferir nos processos de vida de patõgenos de plan

tas, segundo COOK & BAKER (1983) podem agir por antibiose, 

competição, parasitismo e predação. Antibiose e a inibição 

_ou destruição de um organismo pelos produtos metabólicos de 

outro; competição entre microorganismos é, normalmente, por 

alimentos, espaço e oxigênio; parasitismo e predação de um 

microorganismo pelo outro são juntamente mais comuns. 

O parasitismo é uma forma comum de simbiose 

entre muitos grupos de organismos e estabelece relações nu-

tricionais que favorecem a existência do parasita (BARNETT, 

1963). As atividades parastfticas que consomem outros parasi

tas de plantas superiores com o objetivo de biocontrole de 

doenças de plantas, foram denominadas h'iperparasitismo ou para
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aqueles parasitas de fungos, micoparasitismo (BARNETT, 1963; 

BO OS ALIS, 1964; BARNETT & BINDER, 1973). O estudo das intec 

re}aç�es nutricionais entre fungo hospedeiro e fungo parasi-

ta (micoparasitismo) e similar àquele que ocorrem em 

plantas superiores (BARNETT-d af.__ü, 1979). Assim, os micoparasitas 

foram divididos em parasitas necrotróficos e biotróficos, 

terminologia esta proposta também para parasitas de plantas 

superiores (Thrower 1, citado por BAKER, 1987a). Os pa-

rasitas necrotróficos (destrutivos) ao entrarem em contato 

com seu hospedeiro excretam uma substância tóxica, que mata 

a célula hospedeira, utilizando em seguida, os nutrientes 

que são 1 iberados. A maioria dos micoparasitas sao saprófi

tas e são caracterizados pelo rápido crescimento sobre diver 

sos substratos (BARNETT, 1963). 

Por outro lado, os parasitas l>Lotrôf i cos (ou 

balanceados) obtém nutrientes de células hospedeiras vivas e 

nao causam quase nenhum dano ao hospedeiro. Neste grupo pod� 

se incluir aqueles que têm sido denominados como 

obrigatórios (BARNETT & BINDER (1973). 

parasitas 

Segundo 

B A R N E T T ( T 9 6 3 ) ,: o parasita pode viver inicialmente como um 

parasita biotrófico e por último destruir o protoplasma do 

hosp�deiro como um parasita necrotrófico. Ayers 

& Adams, citados por BAKER(l987a) não endossaram a separação de 

THROWER, L.B. Terminology for plant parasites. 

Phy.topa.thof.ogic.he Zei.t-6c.h1ti6.t, Berlin, 56:258-259, 1966. 
2 AYERS, W.A. & ADAMS, P.B. Mycoparasitism and its application 

to biological contro1 of plant disease. In: Biological 

c o n t r o 1 i n c r o p p r o d u e t i o n . E d. G. C . P a pav i za s . Ta to w a , l 9 8 1 . 
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parasitas biotrôficos de necrotróficos, pois segundo eles, 

existem micoparasitas destrutivos que se comportam como bio

tróficos quando seu desenvolvfmento é favorecido pela vida, 

ao invés da morte da estrutura do hospedeiro e, em muitos 

casos, a morte do hospedeiro pode não ser devido a excreçao 

de substâncias tóxicas. 

Diversos exemplos de micoparasitismo mostram 

promissor o controle biológico de doenças de fungos de solo. 

TJt..i.c.hode.1tma. s PP. 

-

sao antagonistas ou hiperparasitas de mui-

tos patôgenos de plantas podendo efetivamente reduzir doen

ças causadas por esses fungos (PAPAVI ZAS, 1985). De acordo 

com BARNETT & BINDER (1973), os micoparasitas necrotróficos 

-

sao os mais comuns entre os fungos filamentosos na natureza. 

Atualmente, a biologia celular de micopara-

sitas necrotróficos tem recebido considerável atenção.A pare

de celular de fungos patogênicos é composta de S-1 ,3-glucana 

e quitina e às vezes, dependendo do patógeno, a parede celu

lar é composta de celulose. Isolados de T1t..i.c.hode.1tma. spp. são 

capazes de crescer sobre a parede celular desses patógenos, 

utilizando-a como fonte de carbono. Estes 

antagonistas possuem sistemas enzimáticos capazes de degra

dar componentes da parede celular do hospedeiro através da 

produção de enzimas hidrol Íticas como ,s-1,3-.glucanase, ce

lulase e quitinase (CHET & ELAD, 1983). 

CHET & ELAD (1983) descrevem os passos que 
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levam ao parasitismo de Rhi zoctonia �ola..ni por T1tichode1tma 

spp. os quais se iniciam com a detecção do hospedeiro pelo 

antagonista que, provavelmente, ocorre em resposta a pre-

sença de est[mulos químicos t iberados, por R. -0olani. Assim, 

quando se estabelece o contato entre os dois fungos, o anta

gonista tanto pode crescer paralelamente a seu hospedeiro CQ

mo enrolar-se nele. O segundo passo, seria o reconhecimento 

e 1 igação do micoparasita ao seu hospedeiro, pois,foi detec

tada a presença de lectina sobre a parede celular de R. �o 

f.a.ni, a qual 1 iga-se a um carboidrato sobre a parede celular 

de T1tichode1tma spp. O terceiro passo seria a ocasional degr§ 

dação e 1 ise da parede celular. 

Interações entre T. ka1tzianu.m e patógenos de 

plantas como R. -0olani e Sc.teJtotiu.m 1tolfi-0ii, a nível celu-

lar, foram exaustivamente d.emonstradas na literatura ( C H E D

et a..lii (1983); BA.RAK et alii (1985) e outros. Hifas deste mi-copara·si_ 

ta podem enrolar-se fortemente ao redor da hifa hospedeira 

ou então, produzir estrutura s  semelhantes a apressôrios que 

se aderem à parede do hospedeiro. O micoparasltà dig� 

re partes da parede celular do fungo hospedeiro e penetra na 

sua hifa. 

Mais recentemente,ELAD et alii (1987) revela

ram, através de microscopia eletrônica, a presença de um ma

terial fibrilar depositado durante a inter relaçã0 de T. ha..Jt 

zia..nu.m e R. �olani. Aparentemente, este pode ser um pol iss� 



12 

carfdeo originado da interação fúngica (CHET e.t alll, 1983). 

Por outro lado, o micoparasitismo pode estimy 

lar fortemente a reprodução sexual do parasita, embora, o f� 

tor nutricional requerido para: sua reprodução sexual não ne

cessariamente seja um requisito básico para o parasitismo. 

Neste caso, o micoparasita pode parasitar algumas espécies 

de fungos sem a produção de esporos sexuais. Segundo BOOSA

LIS (1964), estes hospedeiros embora não possuam substâncias 

necessárias para a reprodução sexual, contêm certamen-

te, alguns fatores que são imprescindíveis para efetivarem o 

parasitismo. 

De acordo com ELAD e.t alli (1984), espécies de 

T4lc..hade.4ma util izarn o conteúdo celular de esclerõcios 

seu crescimento e esporulação apôs a degradação da 

celular. O antagonismo durante a dormência do hospedeiro 

para 

parede 

pode 

levar ã destruição do inõcuio do patõgeno através do parasi

tismo, predação e competição dos propágulos. 

A maioria de trabalhos encontrados na l itera

tura descrevem as formas antagônicas de espécies de T4lc..ha

de.4ma contra uma gama de patõgenos. Entretanto, VAJNA (1985a) 

mostrou o parasitismo mútuo entre Fu.-0a4lum oxy-0ppa4u.m e T. 

longlb4ad1iatwn através de enrolamentos de hifas, sítios de 

penetração, formação de bainhas de proteçao (reação de defe

sa de T. langlb4ac..hlatu.m), invasão de hifas e crescimento io 
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terno de T. langib1ta.c.hia..tum dentro de células de F. ax..y.ópo

Jtum. As atividades rnicoparasíticas bem corno a produção de rn§ 

tabôl itos tôxices por F. ox.y.ópa!tum são·comum- pois, este patóg� 

no pode competir bem sucedidamente com outros fungos pa-

togênicos de solo e saprôfitas. Entretanto, as outras esp� 

cies corno T. ha.ma.tum, T. ha.1tzianum, T. p.óeudakoningii foram 

parasitadas e destruidas por F. ox..y.ópo!tum. 

Parasiti'srno mútuo similar a este foi constata 

do entre diferentes espécies de T1tic.hade1tma (VAJNA, 1985b). 

Através de um método simples de preparação de hifas para ob

servações em microscópio de luz,pode-se verificar sítios de 

penetração, estruturas semelhantes a haustôrios,crescimento 

interno de hifas e formação de bainhas de resistência entre 

T. hama.tum e T. p.óeudakoningii. Segundo este autor, parasi -

tismo mútuo pode ocorrer também na natureza. Isto sugere que 

a introdução de um dado isolado de T1tic.hode1tma no solo obj� 

tivando o controle biolôgico, pode sofrer interferência de 

espécies indígenas. 

Os mecanismos de controle biológico po

do dem ocorrer simultaneamente, durante o processo de vida 

antagonista. Por exemplo, Glioc.ladium spp. causa a morte 

degradação de suas hifas hosp�deiras pela secreção de anti-

e

biôticos, além disto, estes antagonistas enrolam-se ao re

dor da hifa hospedeira e crescem sobre o conteúdo da célula 

morta. Desta forma, é conhecido também que antibiose e comp� 
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tição se sobrepõem quando microorganismos em populações mis

tas obtêm nutrientes pela secreção de metaból itos desencora

jando o crescimento de competidores (COOK & BAKER, 1983). A2 

sim, a competição intra e inter específica entre organismos 

e um importante fator o qual deúermina a densidade de popu

lações na natureza. Espécies relacionadas ou aquelas que pr� 

ferem o mesmo nicho ecológico, normalmente, evitam a competi-

çao e ocupam diferentes áreas geográficas ou diferentes ha

bitats na mesma área (Odum 1
t cítado por SCHROTH & HANCOCK, 

1981). 

Espêctes de T�lchode�ma produzem antibióti

cos de amplo espectro e têm alta capacidade competitiva. As

sim, o vigoroso e competitivo hábito de crescimento de T. vl 

�lde e a evidência de sua natureza fisiologicamente avançada, 

fato este que pode explicar o controle de doenças no solo 

( DUTTA, 1981). Em geral, organismos produtores de antibióti

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

Houve um substancial interesse por parte de 

pesquisadores, após a descoberta da penicll ina, no estudo de 

antagonistas de patógenos de planta ( BAKER, 1987b). Já em 

1948, E. Grossard e outros demonstraram que os antibióticos 

ODUM, E.P. Fundamentals o f  Ecology. Philadelphia, London: 

W.8. Saunders, 384 pp. 1953. 
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foram produzidos no solo por Penicillium, A-0pe4gillu-0, 

c.hodor..ma. e S.:t4e.p.:tomyc.e.-0 spp. Este autor acredita que os an-· 

tibiÕticos produzidos em contato direto entre microorganis

mos, embora sejam produzidos continuamente e em baixa concen 

tração, podem estar menos sujeitos a decomposição biótica. 

Muitos isolados de T�ichode�ma. spp. sao anta-

gonistas a uma série de fungos, produzindo antibióticos vo-

láteis e não voláteis (DENNIS & WEBSTER, 197la,b; 

aLü.., 1980 e CAMPOROTA, 1985). A capacidade para 

RAI 

produzir 

tais substâncias varia entre isolados da mesma espécie, bem 

como entre isolados de diferentes espécies (DENNIS & WEBSTER, 

1971 a) 

Conforme PAPAVIZAS (1985), as técnicas usadas 

•nicialmente, para obtenção e caracterização de metaból itos

tóxicos produzidos por Tftichode.4ma. spp. foram muito simpl is

tas. Assim, a clarificação da taxonomia do gênero T4ichode4-

ma. por RIFAI (1969) e a intro dução de novas técnicas de prQ 

dução de metabÕI itos usadas na indGstna microbiana, auxi -

l iaram os estudos de DENNIS & WEBSTER (1971a) mo s t r a n d o·· 

que T�ic.hode.�ma. spp. produzem antibióticos diferentes de 

gliotoxina e viridina. Estes autores mostraram que outros 

antibióticos, tais como trichodermina foram produzidos por 

T. v�de, e T. poly-0po�um e antibióticos pepticos foram produzidos por

T. ha.ma..:tu.m. Entretanto, gliotoxina e viridina podem ter sido produzi-

dos, embora, em pequenas quantidades. PAPAVIZAS 
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(1982) induziram mutação em T. h anzianum e os novos biotipos 

produziram dois metaból itos não identificados, sendo um termo-

instável e o outro termo-estável. 

A produção de metaból itos tóxicos por TnichQ 

denma spp. foi observada por WEINDLING (1934) que concluiu que 

o princípio letal foi excretado por intermédio de hifas jovens

e o seu efeito fungicida foi mais eficiente após dois dias da 

germinação dos conídios. 

De acordo com PAPAVIZAS (1985), espécies de 

Tnichodenma e Gliocladium além de serem boas produtoras de 

metabôlitos tóxicos podem produzir também 

várias enzimas, tais como as exo e endoglucanase, celobiose e 

quitinase. Desta maneira, COOK & BAKER (1983) relatam que 

antibiose, competição, micoparasitismo necrotrófico e pr� 

dação podem resultar em 1 ise e derramamento do conteúdo celu

lar do hospedeiro no ambiente. Entretanto, PAPAVIZAS (1985) CQ 

menta que,apesar dos intensos esforços no estudo dos mecanismos 

de antagonismo de Tnichodenma e Gliocladium,não se sabe aind� 

seu significado ecológico na natureza. Apesar dos antibióticos 

representarem um importante papel no antagonismo, a competição 

é um fator que tem sido muito considerado em condições naturais 

(CHET & HENNIS, 1985). 



2.3. Fatores que afetam os agentes de biocontrole 

BOOSALIS (1963) cita alguns fatores intríns§ 

cos e extrínsecos que afetam o parasitismo. Dentre os fato

res intrínsecos, está a suscetibi 1 idade do hospedeiro durante 

certos estádios de desenvolvimento. Também em alguns casos, 

o hospedeiro pode resistir à infecção através da formação de 

bainhas de proteção. Estas estruturas são capazes de encapsu

lar a hifa parasita. O tamanho da hifa hospedeira pode atuar 

como uma barreira física para a penetração (DENNIS & WEBSTER, 

1971c). 

Além destes, BAKER (1987a) considera 

variabilidade na produção de enzimas hidrol íticas 

que a 

leva so-

bremaneira à especificidade entre parasita e hospedeiro. Se-

gundo este autor, os níveis de produção de enzimas se corr§ 

lacionam com a ca�acidade de cada estirpe controlar um deter

minado patôgeno. Por exemplo, isolados de T. hanzianum diferi

ram no nível de enzimas hidrolíticas produzidas quando mi

célio de S. �ol6�ii, R. �olani e P. aplanidenmatum estavam pr§ 

sentes no solo. De acordo com CHET et alii (1967) este fen6m� 

no está correlacionado com a capacidade de isolados de T�iQho 

de�ma controlarem os respectivos patõgenos no solo. 

Ao contrário dos pesticidas usados em contro-

le químico, a atividade de agentes de biocontrole é bastante 
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influenciada pelos fatores extrínsecos no ambiente (BAKER, 

1 987b). 

Dentre os fatores extrínsecos considerados· em 

afetar o parasitismo está a nutrição como um dos mais impor

tantes fatores, pois, tanto a quantidade como a qualidade de 

nutrientes influenciam os sistemas fisiológicos e bioquími

cos do hospedeiro. De acordo com BOOSALIS (1963),o nível de 

carboidratos, por exemplo dextrose, aumenta a quantidade de 

parasitismo pelo incremento na suscetibilidade do hospedei

ro e que, o tipo de carboidrato também afeta o parasitismo. 

De acordo com STACK e...t a.lii ( 1987), fontes. de carbono e nitro

gênio afetam o �rescimento de fungos e a relação C:N afeta 

o padrão de ramificação e a taxa de elongação de hifas. Tam

bém, a suscetibilidade e afetada pela taxa de carbono e nl 

trogênio no meio dependendo do organismo. De acordo com AUBE 

& G A G NO N ( 1 9 6 9 ) , T. v úr..i d e.. p r e f e r e c e r ta s f o n t e s e q u a n t i d a -

des de carbono e nitrogênio para uma máxima esporulação e 

crescimento e nao existe correlação entre esporulação e 

peso seco de cultura, quantidade de carbono no-meio e taxa 

de C:N. Conforme WATANABÊ (1987), existe um 

efeito sinergístico sobre o controle biológico, com a aplic� 

ção de fertilizantes nitrogenados e T. ha.ma..tum. 

Temperatura, segundo BOOSALlS (1963), tem mo2 

trado afetar o grau de parasitismo em alguns casos, entretan 

to em outros, a severidade do parasitismo não foi afetada p§ 
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las trocas de temperatura. A temperatura ótima para parasi -

t i s mo d e h i p e r p a r a s i t a s n e c r o t r ô f i co s é d e 2 5 ° a 3 O° C . 

controlar 

podridão em maças cau�ada por Bo.tJty,.teJ.i une!l.ea. por TRúNSMO 

(1983). Houve redução na quantidade de doença quando foi fel 

ta a infecção artificial, entretanto, o mesmo não ocorreu em 

condições naturais. Conforme esse autor, a razao para o in-

sucesso atribuído ao ensaio de campo foi d ev ido às b ai -

xas temperaturas_ durante o florescimento; desfavorecendo, 

desta forma, o crescimento do antagonista. De acordo com 

JOHNSON e.t a..t),,i_ (1987), TJt),c.hadeJtma. spp. tem tido pouco êxito 

no controle de doenças que são mais severas sob condições de 

temperatura mais baixa. Consequentemente, T. ha.ma..tum centro-

lou tombamento causado por Py.thium spp. em temperatura 

na faixa de 17
º
-3o

º
c, mas 

-

nao controlou a doença em 

(HARMAN e.t a..t),),, 1981). Espécies de TJt),c.hodeJtma. tolerantes 

ao frio podem ser efetivas no controle de doenças que causam 

murcha ou tombamento ( J OH N S O N e:t. a.ti),, 1 9 8 7) , p o i s , d o e n -

ças causadas por fungos de solo são frequentemente mais sev� 

ras à 2o
º
c ou abaixo disto. Entretanto, o biocontrole pode 

ser inefetivo em temperaturas mais altas, como 37
°
c (HARMAN 

e,t a..tii , 1 9 8 1 ) • 

As preferências ecológicas de espécies de 
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TniQhodenma foram discutidas por Danielson & Davey 

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

e T. p�eudokoningii são adaptadas a condições de maior umida 

de; T. vinide e T. poLy�po4um são restritos is áreas onde 

prevalecem temperaturas baixas, enquanto que, T. hanzianum é 

mais comum em regiões quentes. T. hamatum e T. koningii sao 

amplamente distribuídos em áreas de condições climáticas di-

versas. 

Outro fator que, certamente, pode otimizar 

a atividade de agentes de biocontrole é o pH do solo (BAKER, 

198�). O pH 6timo para crescimento de T. koningii e T. han 

zianum foi de 4,5 (NELSON & NASH, 1988). Da mesma maneira, 

T. ha4zianum foi mais efetivo no controle de R. �olani em so

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

Desta forma, já é conhecido que 

spp. desenvolve-se melhor em condições ambientais ácidas, d� 

vido a melhoria na germinação de seus propágulos (CHET & 

BAKER, 1981; HARMAN & TAYLOR, 1988). 

Solos supressivos com baixo pH mostraram uma 

quantidade maior de propãgulos (8 x 10 5 propágulos/grama de 

solo) enquanto que,solos com pH 8,1 continham apenas 10 2 prg 

DANIELSON, R.M. & DAVEY, C.B. The abundance of T4ichode4 

ma propagules and the distribution of species in 

forest soil. Sail Biology t BioQhemi�t�y, New York, 
5 : 1+ 8 5 - 5' 4 , 1 9 7 3 . 
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pâgulos/grama de solo (CHET & BAKER, 1981). 

A supressividade a R. �olani em monocultura 

de rabanete foi alcançada mais rapidamente em solos alcali

nos que em solos ácidos (LIU & BAKER, 1980). Alêm disto, os a� 

tores comentai, que houve um aumento na sobrevivência 

de TniQhodenma spp. em solos mais Úmidos em comparação com 

solos mais secos. 

Como as espêcies de TniQhodenma sao boas com

petidoras e saprófitas,torna-se possível aumentar a ativida

de destes agentes, pela incorporação de resíduos de plantas 

no solo (PAPAVIZAS, 1985). A ssim, o antagonista pode ser ca

paz de aumentar sua atividade saprofítica seletivamente atrê 

ves da produção de enzimas disponíveis para o biocontrole de 

patôgeno ( BAKER, 1987a). O autor cita um exemplo: apos a 

incorporação de celulose no solo, seletivamente , houve um a� 

mente na densidade populacional de T. hanzianum, favorecendo 

assim a supressividade de R. �olani no solo. 

De acordo com NELSON e� alii (1988),a qual id9 

de da base alimentar é muito mais importante que os níveis 

populacionais de TniQhodenma para as atividades de controle 

biológico. Reese &Mandeis 1 citados por NELSON e� alii 

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

Canadian Jounnal 06 MiQnobiology, Ottawa, 5: 173-85, 

1 959. 
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(1988), encontraram que T. viJ1.J_de, produz S-1,3 glucanase quao 

do cresce sobre substratos como amido , celulose , manitol e 

1aminarina. Os autorescornentawque ,  as atividades de biocontro-

le aumentaram sobre Pythium spp. quando T. ha�zianum 

cresceu sobre amido, celulose, manitol e outros. 

também 

HADAR e.t alil (1979) encontraram que quando 

T. ha�zianum foi aplicado ao solo crescendo em farelo de tri

go, os resultados contra R. �alani foram muito otimistas. 

A proliferação e o subsequente estabelecimen

to de agentes de biocontrole no solo dependem da idade e da 

forma com qu e foram adicionados em relação à base al imantar. 

Conforme LEWIS & PAPAVIZAS (1984 e 1985),·as populações de 

T. vi�ide., T. ha�zianum, T. hamatum e outras espécies de an

tagonistas aumentaram drasticamente quando o inóculo foi 

adicionado ao solo como hifas jovens. Assim , com o

crescimento e desenvolvimento dos agentes favorecidos 

rápido 

pela 

base alimentar disponível, houve um considerável decréscimo 

na população de patógenos que se encontravam nessas vizinhan 

ças. Ainda, comentam estes autores, que a idade do inóculo 

foi crítica para a su a máxima proliferação no solo. As 

parações miceliais com a 3 dias de idade aumentaram 

pre-

1 o 3

vezes (em unidades formadoras de colônias/g) em uma semana de inocula-

ção e de l 0 4 vezes para  1 0 8 unidades formadoras de colo-

nia s/g em três semanas de inc ubação. ;'.\pós sei s semanas de i!J 

cubação houve decréscimo na densidade das populações, inde -
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pendentemente da natureza inicial do inóculo. 

As preparaçoes miceliais usadas por LEWIS 

& PAPAVIZAS (1984 e 1985) obtiveram uma mais rápida coloniza 

ção do substrato e consequentemente, melhoraram a proliferação 

e eficiência dos agentes de biocontrole no solo. Ao contrá

rio, as preparações de conídios foram inefetivas em estimu-

lar o aumento das populações dos antagonistas nas primei-

ras semanas de incubação pois, conídios estão mais sujeitos 

a fungistase do solo. 

A incorporação de substratos ao solo, por um 

lado, pode estimular a produção de propágulos de T4iehode4-

ma spp. mas, por outro lado, o antagonista pode não possuir 

um sistema enzimático capaz de destruir o patôgeno (HARMAN 

et alii, 1981). Por exemplo, a aplicação de turfa sobre se-

mentes de ervilha não teve efeito na eficiência de T. hama-

tum no sentido de controlar doenças de plântulas, porém, ho� 

ve um estímulo na produção de propâgulos do antagonista no 

solo. Celulose tam�ém não teve influência sobre a incidência 

d.e doença (HARMAN e.t alLL, 1981), pois, este substrato pode

ser degradado por patôgenos corno R. �olani e Pythium spp. 

( ALEXANDER, 1977). 

Conforme LEWIS & PAPAVIZAS (1987), uma das 

estratégias importantes para maximizar a eficiência do bio

controle trata-se da ocasião em que o inóculo de T4�ehode�

ma é adicionado ao solo em r elação ao inóculo do patógeno. 
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É provável que, sob condições naturais, o patógeno esteja 

sempre presente no solo quando os agentes de biocontrole são 

incorporados ao solo. Estes autores relatam que houve uma redução coi::.i

pleta na sobrevivência de R. �olanl quando preparaçoes mice 

1iais de T. hamatum foram adicionadas no solo ao mesmo tem

po ou uma semana após a adição do patógeno; uma redução de 

50% na sobrevivência quando o antagonista foi adicionado 

no solo 2 a 4 semanas após o patógeno e não houve reduç ão 

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

geno. 

A densidade populacional do antagonista sufi

ciente para requerer a supressividade em solos ·conducivos', 

já foi determinada em alguns trabalhos, como por exemplo LIU 

& BAKER (198o);CHET & BAKER, (1981) e outros mais. Entretanto, 

MctADDEN & SUTTON (1975) observaram que altas densidades de 

populações de T�lchode�ma spp. foram patoginicas is pl�ntu -

las de milho. Além disto , t-lOL & HENIS (1987) encontraram que 

altas concentrações de inóculo de T. hamatum, em meio de cul 

tura, contribuiram com o autotropismo de fialosporos. 

Desta maneir a , HADAR et alll (1984) acreditam 

que para que o agente de biocontrole possa ser capaz de su

primir determinado patógeno outros fatores devem estar envol 

vi dos, além do grande número de propágulos de efetivos antagg 

nistas. 
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Conforme MIHUTA-GRIMM & ROWE (1986), alguns 

fatores como· a identificação de antagonistas superiores, 

o sistema de multiplicação e a maneira pela qual o agente de

biocontrole é aplicado, são de substancial importância na 

eficácia do controle de doenças. BAKER (1987a) acredita que 

o sucesso no biocontrole depende também da população do patg

geno, 

Embora diferentes dos produtos químicos usa

dos frequentemente, para controle de doenças de plantas, os 

agentes de biocontrole sofrem interações com o ambiente afe

tando sobretudo o seu desempenho: Assim, os micoparasitas 

devem possuir requerimentos ambientais específicos para as 

atividades de controle de doenças. Consequentemente, eles. 

devem ser aplicados em climas adequados para maximizar o 

potencial antagônico (BAKER, 1987a). 

2.4. O potencial antagonista de T�iehode�ma spp. no 

controle biológico 

Recentemente, as pesquisas que envolvem espe-

cies de T�iehod��ma têm registrado uma nova fase devido as 

facilidades de isolamento e quantificação de propágulos em 

meios de cultura (PAPAVIZAS, 1981; MARTIN, 1987), ao desen -

volvirnento de novas técnicas para estudo da sobrevivência e 

proliferação no solo e na rizosfera (CHAO �.t aLi_.i., 1986; 
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AHMAD & BACKER, 1987a), e com a indução de novos biotipos r� 

s i s te n te s a f u n g i c i d as (MO Y T Y e.,:t a.LLl, i 9 8 2 ; P A P AV I Z AS , 1 9 8 2 ; 

AHMAD & BACKER, 1987a). Grandes progressos têm sido alcança-

dos também, nos estudos de produção de metaból itos e suas 

interações com mecanismos de ação no biocontrole ( DENNIS & 

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

Mesmo assim,o uso rotineiro de T Jr.ic.ho de..Jr.ma. 

como agente de controle de doenças ainda é bastante limita -

do. Dentre outras causas, PAPAVIZAS (1985) acredita que este 

fato se deve, principalmente, a sua especificidade pois, uma 

estirpe de TJr.ic.hode.,Jr.ma. pode potencialmente controlar apenas 

uma doença na maioria das vezes. 

Além disto, SCHROTH & HANCOCK (1981) acredi-

tam que, para que haja eficâcia no biocontrole, a planta de

ve ser suscetível ao patógeno durante um curtooerfodo de tem

po e o agente causal não pode ser um vigoroso habitante do 

solo. Possivelmente, as doenças que causam murchas vascula -

res podem ser mais difíceis de controlar porque a infecção 

ocorre por toda a extensão da planta e ademais, o patógeno 

pode infectar vários sítios ao longo das raízes. Com isto, 

estes autores concluiram que a natureza do patógeno e a 

principal responsável pelo sucesso no biocontrole. 

Comparado com outros microorganismos, as pop� 

lações de patógenos de plantas são, normalmente, em numero 

mais reduzido e são menos competitivos por espaço e por 
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nutrientes disponíveis. Entretanto, eles podem escapar des

sa competição e passar a colonizar os tecidos de seus hoepe

deiros. Todavia, durante certos estágios de seu ciclo de vi

da, os patógenos estão suscetíveis às interações com a mico

logia saprofítica do solo (BETTIOL, 1987). 

Os fungos antagonistas, os quais vivem sapro

fiticamente no solo, provavelmente, produzem algumas substâ□ 

cias antibióticas que inibem o crescimento normal de propagy 

los de patógenos no solo, e o crescimento saprofítico dos 

antagonistas supera o crescimento do patógeno, consequente -

mente, reduzem o potencial de inóculo causando uma 

na incidência da doença (DUTTA, 1981a). Este autor 

trou que T. vi1tide, aplicado em tomate através da 

redução 

encon

imersão 

de raízes em suspensão de conídios reduziu consideravelmente, 

o potencial do inóculo de VeJttiQiflium albo-atftum, embora 

nao tivesse eliminado o patógeno do solo e também, não impe

diu a infecção do patôgeno ao hospedeiro. 

JORDAN & TARR (1978) empregaram T. vi.1tlde em 

um solo previamente infestado com T. dahliae e puderam cons

tatar uma significativa redução na incid�ncia da doença, além 

de um considerável aumento no tamanho de plantas de moranguel 

ro. 

Em experimentos realizados em condicões de 



28 

nutrientes disponíveis. Entretanto, eles podem escapar des-

sa competição e passar a colonizar os tecidos de seus hospe

deiros. Todavia, durante certos estágios de seu ciclo de vi

da, os patógenos estão suscetíveis às interações com a mico

logia saprofítica do solo (BETTIOL, 1987). 

Os fungos antagonistas, os quais vivem sapro

fiticamente no solo, provavelmente, produzem algumas substâD 

cias antibióticas que inibem o crescimento normal de propagu 

los de patógenos no solo, e o crescimento saprofítico dos 

antagonistas supera o crescimento do patógeno, consequente -

mente, reduzem o potencial de inóculo causando uma redução 

na incidênc.ia da doença (DUTTA, 1981a). Este autor encontrou 

que T. vi�ide, aplicado em tomate através da imersão de raí-

zes em suspensão de conídios reduziu consideravelmente, o

potencial do inóculo de Ve.�ticillium albo-at�um, embora nao 

tivesse eliminado o patôgeno do solo e também, não 

a infecção do patógeno ao hospedeiro. 

impediu 

JORDAN & TARR ( 1978)emoregaram T. V iJtid e. em um 

solo previamente infestado com V. da.llitJ.e. e puderam constatar 

significativa redução na incidência da doença, além de um 

considerável aumento no tamanho de plantas de morangueiro. 

Em ex�erimentos realizados em condiç6es de 
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campo, MELO (1984) mostrou que T. vinide controlou V.dahliae 

em cultivo de berinjela, após a infestação do solo com o pa

tógeno e com o antagonista. 

O controle de V. dahliae através de agentes 

de biocontrole foi alcançado pela 

primeira vez na Rússia, por 8rimistru & Sbteinberg 1
,

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

CATANI et alii {1967) mostraram que T. lig-

na�um e outros antagonistas foram eficientes no controle de 

V. dahliae apenas no início do ciclo da cultura de berinjela.

MAROIS (1982) isolou trinta e quatro 

gens de fungos e apenas seis deles reduziram a 

1 inha-

inci-

dência da murcha verticilar de berinjela. Os seis 

isolados testados no campo foram 

Gliaeladium vi�enJ, PaeeilamyeeJ lilaeinuJ, TalanamyeeJ 6la-

Os resultados de 

campo mostraram que P. lilaelnuJ, A. alutaeeuJ· e T.vl�ide r§ 

duziram a Incidência da murcha �ertici lar, enquanto que Tal� 

�amyeeJ 6lavuJ, além de ter reduzido consideravelmente a in-

1 8RIMISTRU, L.O. & SHTEINSERG, M.E. Study of rhizosphere 

mycoflora of eggplants as affected by the appl ication 

of T�iehade�ma lignonium Tzv. Akad. Yank hold, SSR, 

Ser. Biol. Khim, Nank 7978:87-88, 1978. 



30 

cidência da doença, aumentou o rendimento em peso e em nume

ro de frutos. 

T. 6lavu-0 (= P. venmleulatum) tem demonstrado

ocupar a rizosfera de batata, algodão, b erinjela (MAROIS et 

alll, 1984) e tomate (DUTTA, 1981a); e consequentemente, re

duz a viabilidade de microesclerócio de V. dahllae. Os meca

nismos postulados para a perda da viabilidade de microescle

rócios incluem antibiose, micoparasitismo e competição (FRA

VEL et alll, 1987). 

Outro agente causal de murcha vascular em cu} 

tivas economicamente importantes é Fu-0anlum oxy-0ponum. Mui

tas tentativas vêm sendo feitas para controlar Fu-0anlum spp. 

pelos meios biológicos (SIVAN & CHET, 1986). 

MAROIS et alll (1981) foram os primeiros a de 

monstrar o controle b iológico da podridão da coroa em tomate 

causada por Fu-0anlum spp. a través do uso de T. hanzlanum. 

Entretanto, eles aplicaram uma mistura de isolados de T. han 

zlanum, Penlellllum 6umleulo-0um e A-0penglllu-0 aehnaeeu-0 em 

um campo fumigado com brometo de meti la. Estes antagonista re

duziram a incidência da doença mas nao afetaram o rendimento 

de frutos. Posteriormente, SlVAN e.,t alli (1987), demonstraram o 

efeito benéfico de T. hanzlanwn tanto no sentido de reduzir a inci 

ciência desta doença como tamb ém, melhorar o rendimento de 

frutos. De acordo com este último autor, a efetividade de T.

hanzlanum em reduzir as populaç�es de F. oxy-0ponum 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. ha�zianum foi tambim isolado da rizosfera

de algodão e mostrou ser efetivo no controle de F. oxy�po�um 

f. sp. va�inieetum,F. oxu�po�um f. sp. meloni� e F. �o�eum

de algodão, melão e trigo, respectivamente, em condições de 

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

Podridão de raízes e tombamento causados, 

respectivamente, por F. �olani f. sp. p�i e P� ultimum foram éSt!J 

dacbs por dais anos em condições de campo. Durante esse per iodo , 

sementes de ervilha de uma cultivar altamente suscetível a 

ambos os patógenos e 1 inhas melhoradas para resistência a am 

bos os patógenos foram tratadas com fungicidas e/ou esporos 

de T�iehode�ma spp. No primeiro ano, o rendimento da linha-

gem resistente não foi afetado pelo tratamento das 

entretanto,o rendimento da cultivar suscetível foi 

sementes, 

superior 

quando as sementes foram tratadas com metalaxyl e esporos de 

T. ha�zianum. No segundo ano, as sementes tratadas com T. vi

hide mostraram excelentes resultados, tanto da cultivar susc� 

tível como das linhagens resistentes de ervilha. Ademais, 

a severidade de P. ultimum foi reduzida, porém, a podridão 

de raízes causada por F. �olani f. sp. não foi controlada. 

(KRAFT & PAPAVIZAS, 1983). 

De acordo com MELO (1984), para se 

maiores êxitos com agentes de biocontrole, deve-se 

alcançar 

lançar 
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mao de hospedeiros com certo grau de resistência ao patógeno 

em estudo, pois us�ndo-se hospedeiros suscetTveis, o contro

le da doença pode não ser efetivo apenas com emprego de po

tentes antagonistas. 

Desta maneira, o emprego de T4iehade�ma spp. 

aliado a algumas práticas culturais como rotação de cultura, 

pasteurização de solos, uso de fungicidas e variedades resi� 

tentes pode apresentar melhores resultados do que quando 

qualquer um dos componentes e usado individualmente (ELAD et 

alii, 1 9 8 4 ; P A P A V I Z AS , 1 9 8 5 e ou t r os ) . 

O controle biológico de fungos patogênicos 

que produzem esclerócios tem tido sucesso com o emprego de 

algumas espécies de T4iehade4ma (HENIS et alii (1984). ELAD 

et alii (1984) reportaram a capacidade de T. ha4zianum con

trolar Sele4otium �ali-0ii, através da produção de quitinase 

e 13(1,3)-glucanase no interior de esclerócios atacados du

rante o parasitismo. Embora estas estruturas sejam substan

cialmente protegidas da degeneração biológica e química, 

através de pigmentos semelhantes à melanina na sua 

externa (CHET & HENIS, 1967). 

camada 

SANTOS & DHINGRA (1982) mostraram que alguns 

isolados de T. �oningii, T. p�eudo�oningii e T. ha�zianum p� 

rasitaram esclerócio de S. -0ele�otia�um. Entretanto, T. vi�� 

de não antagonizou esse patógeno. Este resu 1 tado d i � 

crepante pode ser atribuído a variação na agressividade des

te isolado em particular. 
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Segundo BAKER & COOK (1983) 11 0 controle bio

lógico de esclerócios através de antagonistas, teoricamente, 

é mais viável porque os esclerócios representam um grande al 

vo comparado com outros propágulos, devendo assim serem mais 

vulneráveis ao ataque por hiperparasitas. Além disto, a des

truição dos esclerócios ocorre, geralmente, na superfície do 

solo11 • 

WHIPPS (1987) mostrou que isolados de T. han

zlanum cresceram através do tecido de planta e significativ2 

mente diminuiram a produção de esclerócios de S.�Qlenotlonum. 

Evidentemente que este não é o primeiro relato sobre a colo

nização de tecidos de plantas por T. hanzlanum. CONWAY (1983) 

relatou a ocorrência de podridão em maçãs, durante estocagem, 

causada por T. hanzlanum, apos o ferimento de frutos. 

Além da exploração do potencial de espécies 

de TnlQhadenma para o controle de doenças causadas por fun-

gos de solo, alguns estudos têm revelado o potencial destes 

antagonistas na melhoria da germinação de sementes e no 

aumento do crescimento de plantas (CHANG et alll, 1986; WIN

DAN, 1 986). A adição de T. hanzlanum e T. kanlngil em solo 

autoclavado aumentou a taxa de emergência de plântulas de tg 

mate e fumo em relação à testemunha.WINOAN e;t a1.J.,,i., (1986) acr� 

ditanque este fato se deve à produção de um fator de cresci 

menta por T4lQhade�ma spp. que aumenta a taxa de germinação 

de sementes e peso seco de plantas; e não somente devido ao 

controle de patógenos menores. 
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2.5. Estabelecimento e proliferação de Tnlchodenma spp. 

no solo e na rizosfera 

A população m icrobiana na rizosfera é, certa

mente, mais extensa que a encontrada na massa do solo (BRUEL, 

1986). Todos os nutrientes e água necessários para as plan-

tas passam através da rizosfera (ROVIRA e.;t o.,l,U,,1981). Desta manei-

ra, a rizosfera é relativamente mais estável e produz con-

tinuamente, uma limitada taxa de alimento (BRUEL, 1986). En

tretanto, segundo este autor , e m  solos com alto teor de mati 

ria orgânica, a massa do solo é mais rica em microorganismos, 

portanto, esses resíduos orgânicos efêmeros são 

explorados. 

rapidamente 

A abundância de Tnichodenma em vários solos 

a 1 i ado a sua capacidade de degradar vários substratos orgê 

nicos no solo , sua versati I idade metabólica e sua resistên -

eia a inibidores microbiais, sugere que eles podem sobre

viver em muitos nichos ecológicos dependendo das condições 

predominantes e do genótipo do agente envolvido (PAPAV1ZAS, 

1985). 

Em estudos sobre a sobrevivência de conídios 

de T. hanzianum no solo, PAPAVlZAS (1981) mostrou que alguns 

conídios podem sobreviver por mais que quatro meses 

base a 1 i mentar, dependendo, certamente, do i so 1 ado 

Entretanto, muitos conídios foram, provavelmente, 

sem germinar ou se germinaram em resposta a 

sem uma 

usado. 

lisados 

alguns 
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nutrientes liberados houve, subsequentemente, 1 ise na ausen 

eia de bases adequadas o suficiente para sustentar o cresci

mento e esporulação do fungo. 

Conforme LEVIS & PAPAVIZAS (1984), a importâ!:! 

eia ecológica de clamidosporos é superior em relação a so-

brevivência de conídios no solo. Estes autores verificaram 

que isolados de Trichodermo produziram c1amidosporos rapids 

mente e em grande número em solo natural e em matéria orgâni 

ca, apos a introdução dos fungos no solo na 

dios. 

forma de coní 

De acordo com Lookwood 1 citado por PAPAVIZAS

(\985), quando substratos orgânicos são adicionados ao solo 

ocorre uma reversao na fungistase, sendo mais pronunciada em 

solos ácidos que em solos alcalinos. Ainda, comenta o autor, 

parece existir urna relação entre tipo ou tamanho de propagu

los de Trichoderma e sua sensibilidade i fungistase. Assfrn, 

frequentemente, conídlos são mais sensíveis i fungistase que 

clarnidosporos (que são maioresl e hifas são menos sensíveis 

que conídios. 

NELSON et alii (1983) encontraram que a prg 

LOOKWOOD, J.L. 

1977. 

Fungistasis in soil. Biol. Rev . ., 52:1-43. 
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l iferação de Tniehodenma no solo é extremamente influenciada

pelo grau de decomposição da matéria orgânica, pois, popula

ções de Tniehodenma não se alteram em resposta a compostos 

verdes, porém, aumentam substancialmente em resposta a com-

postos maduros� Além disto, PAPAVIZAS (1985) comenta que 

substratos orgânicos podem também ser colonizados mais ra-

pi damente pelos fungos patogênico ou saproffticos possuindo 

maior capacidade competitiva saprofítica que os antagonistas. 

Consequentemente, comenta PAPAVIZAS (1985), a 

colonização primária de um substrato por Tniehodenma antes 

da adição ao solo e uma das maneiras de superar a coloniza -

ção secundária da base ai imentar pelos microorganismos do 

solo e aumentar as chances do estabelecimento e proliferação 

do antagonista. 

De acordo com PAPAVIZAS (1981), Tniehodenma 

spp. necessita de uma base alimentar adequada para estabele

cer-se no solo e na rizosfera para maior efetividade do con

trole biológico de doenças de raiz. 

O termo rizosfera foi clarificado por Katz-

nelson 1 em 1965, citado por BRUEL (1986), o qual refere - se 

àquela fina camada de solo aderida às raízes. De acordo com 

KATZNELSON, H. Nature and importance of the rhizosphere. 

In: Eeology 06 Soil Plant Pathogen�. Ed. W. e.

Snyder and K.F. Baker. 

Berkeley. 1965. 

Univ. of Cal ifornia Press. 
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ROVIRA a ai..il (1981), a rizosfera é aquela zona de solo ao redor 

das raizes, na qual os microorganismos são afetados 

compostos orgânicos liberados pelas raizes das plantas. 

pelos 

O rizoplano ou a superfície de raiz suporta 

relativamente uma alta atividade biológica e reflete mais 

sensivelmente que a rizosfera, o efeito da raiz sobre a mi

croflora e microfauna do solo (BRUEL, 1986). 

Conforme Bowen & Foster 1
, o maior 

cimento de ·microrganismo sobre o rizoplano ocorre nos en-

caixes entre as células da epiderme (BRUEL, J986). Este �lt! 

mo autor acrescenta que, a maior quantidade de exudação ocor 

re ao longo das junções das cêlulas e que, organismos pro

dutores de antibióticos e tolerantes a antibióticos são favo 

recidos por esta fonte contínua de alimento. De acordo com 

BOWEN & ROVIRA (1976) a capacidade de translocação de muitos 

fungos permite seu crescimento sobre áreas onde a exudação 

é mais baixa. Esta propriedade de translocação, comentam es

tes autores, permite a eles o escapa de bactérias antagonis

tas. 

CHAO e..t a.lii (1986) encontraram que, na rizo2 

fera, as populações de bactérias e de fungos podem escapar 

BOWEN, G.D. & FOSTE R, R.C. Soil 6a.c.toJt.6 ,{,11 cJwp p1taduc.tion 

in a. .6e..miwUd e..nviJtonme..nt. Ed. J. S. Russel and E.L. 

Queensland. Univ. Press. Austral ia. 1978.
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da competição pela colonização em diferentes nichos e/ou pe

lo mesmo grau de separação espacial dentro da rizosfera. Coo 

sequentemente, comentam estes autores, combinações bem 

sucedidas de bactérias e fungos podem melhorar o controle 

de patógenos causadores de podridão de sementes e raízes. 

Seaundo ROVIRA et a.ili (198J)a ponta da raiz e 

isenta de fungos e a colonização lateral ocorre do solo 

para a raiz. Assim, as espécies iniciais na zona acima da 

ponta da raiz são denominadas as colonizadoras 11casuais11
, CQ

mo por exemplo: Fu-0a.nium spp., Cylindnoela.dium na.dieieola., 

Glioela.dium spp., Penieillium spp., Tniehodenma. vinide. 

Entretanto, PAPAVIZAS {198� comenta que, geral 

mente, populações de Tniehodenma. adicionadas ao solo são in

capazes de proliferar na rizosfera de plantas, possivelmente, 

devido a falta de nutrientes adequados, a presença de subs

tâncias tóxicas na exudação da raiz, presença de antagonis -

tas ou microorganismos competindo na rizosfera ou no rizo -

plano. Alguns solos com baixos níveis de ferro são supressi

vos a Tniehodenma. spp. devido as atividades de P-0eudono 

na.-0 s p p . e seu s s i d e r os por o s ( H A D AR et a.lii , l 9 8 4 ) . E s te s a'=! 

tores comentam ainda que, os isolados de Tniehodenma. nativos 

podem ser mais adaptados ao solo do que aqueles isolados in-

traduzidos e consequentemente, podem melhor coexistir 

microflora nativa do solo. 

com a 
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Embora efetivo em reduzir a incidência de 

doenças, T4iQhode4ma spp. frequentemente, falha em estabele

ce r -se n a r i z o s f e r a ( PAPA V I Z AS , 1 9 8 l ; C H-A O et ali.{ , 1 9 8 6 ) , 

talvez porque estes organismos sejam pobres colonizadores da 

superfície de raizes (TAYLOR & PARKINSON, 1961) ou porque 

eles são incapazes de serem transportados pelas raizes atra

vés do perfi 1 do solo (CHAO et alJ.,J.., 1986). Se 

spp. nao e capaz de se multiplicar ao longo da superfície da 

raiz, a supressão de patógenos é apenas daqueles que causam 

podridão de sementes e doenças em plântulas, mas nao daque-

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

CHAO e,t alJ.,J., (1986) verificaram que 

sementes tratadas com T. ha4zJ.,anum foram plantadas em 

quando 

solo 

�steri I izado os propâgulos foram encontrados no solo e nao na 

rizosfera, sugerindo que mesmo sob condições favoráveis a cg 

lonização do antagonista ocorre, geralmente, no solo ao in

vés da superfície de raizes. 

Baseado neste enfoque, AHMAD & BAKER (1987a), 

induziram mutação em isolados de T. ha4zJ.,anum na tentativa 

de encontrar novos biotipos com potencial para colonizar ri

zosfera. Os mutantes obtidos mostraram-se tolerantes ao be

nomyl e foram capazes de colonizar a rizosfera de várias es

pécies de plantas. Entretanto, a razão pela qual tais mutan

tes foram competitivos na rizosfera foi explicada, posterior 

mente, por AHMAD & BAKER (1987b). Segundo estes autores, a 

capacidade de colonizar as raízes, provavelmente, deve estar 

relacionada com o aumento na atividade de produção de enzi

mas, tais como celulase, que resultam em uma maior capacida-
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de saprofítica para obter substratos (celulose) sobre o rizo 

plano ou rizosfera. 

AHMED & BAKER (1987a) acreditam que, se o no

vo biótipo possuir uma elevada capacidade de degradação de 

celulose, provavelmente o seu crescimento no solo acompanha

ra o crescimento das raizes, tornando-o um competente sapró

fita na rizosfera de plantas. 

2.6. Perspectivas no biocontrole 

Desde que os agentes de biocontrole foram re

conhecidos como responsáveis pela supressividade em determi

nados solos, pesquisadores de vários países têm se interessª 

d o p e 1 a ex p l o ração d esses o r g a n i s mos (BAKER , l 9 8 7 b) . E n t r e -

tanto, apesar de décadas de intensivos estudos, poucos orga

nismos têm otbido a eficiência 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 características que poderão ser 

manipuladas para tornar o biocontrole mais efetivo 

1986). Também, o que se espera de um microorganismo 

(BAKER, 

deve, 

certamente, ser apl icâvel em seus limites ecológicos (KENERLEY 

& STACK, 1987). 

Estes últimos citam algumas características 

necessárias para que um antagonista venha a reduzir a densi

dade de inóculo de patógenos de plantas que formam esclerõ-

cios: 

A. capacidade para afetar adversamente, a germinação e via

bilidade de propágulos;
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B. capacidade para crescer através do solo;

C. possuir boas atividades em condições ambientais adversas;

D. sobrevivência e potencial reprodutivo.

Estas quatro características 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 eficácia do controle, mas existem boas razões para programas 

de seleção serem baseados em mais que uma característica. Di

versas características quando expressas individualmente podem 

não ser eficazes, entretanto, a combinação delas pode render 

consideráveis níveis de controle. Como as características 

quantitativas, elas são certamente aditivas no efeito. 

sao 

Desta 

maneira, a identificação de quais as características que sao 

mais importantes ou desejáveis no controle de um patógeno de 

planta por um antagonista deve ser elucidada antes da extensi 

va manipulação genética. Este conjunto de informações poderia 

ser incorporado dentro de programas de melhoramento de estir

pes utilizando fusão de protoplastos, plasmídeos, tecnologia 

de transformação de DNA exógeno (KENERLEY & STACK, 1987), muta 

ção (BAKER, 1986 e 1987a) e parassexual idade. 

PAPAVIZAS (1985) considera também como priorl 

dades na pesquisa de biocontrole, além da manipulação gene

aspec-tica para melhorar o nível de controle, 

tos: desenvolvimento de tecnologia de 

os seguintes 

fermentação e de sistê 

mas de dispersão do antagonista, desenvolvimento de modelos 

computadorizados para o entendimento dos efeitos do microam-

biente sobre a sobrevivência e proliferação de antagonista no 
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3. MATERIAIS E MtTOOOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório 

de Biocontrole de Doenças de Plantas, na casa de vegetação e 

no campo experimental do Departamento de Genética da ESALQ/ 

USP {Piracicaba, SP.) no período de junho/86 a outubro/88. 

Também, no Departamento de Fitopatologia fo-

ram conduzidos alguns bioensaios em condições de casa de ve

getação. 

3.1. Origem da cultivar e híbrido de berinjela usados 

Para os experimentos realizados em casa de v� 

getação foram empregadas a introdução RV-111 

resistente à Ve.�tiQillium spp.) e o híbrido 

(moderadamente 

F100 (suscet í-

vel ao patógeno) que e produto de cruzamentos entre as cultl 

vares Florida Market e Campineira. A introdução RV-11 1  e prg 

veniente do Canadá e foi multiplicada na Estação Experimen -

tal da Agroceres, em Betim - MG. 

3. 2. 1 sol a dos de V. dah.l-la.e.

Utilizaram-se três isolados de V. da.hi.,foe., 



sendo IMJ (procedente de Piracicaba, SP.), IM2 (procedente 

de Campinas, SP.) e IM1 (procedente de Betim, MG.), 

berinjela foi o hospedeiro comum. 

3.3. Meios de cultura e soluções utilizadas 

3. 3. 1.
- -

Meio de agar-agua 

agar. 

sulfato de estreptomicina 

agua destilada 

3.3.2. Meio de aveia 

aveia 

agar 

agua destilada 

3. 3. 3. Meio de extrato de malte

malte 

agar . . . 

dextrose 

peptona .

agua destilada 

3 . 3 . 4 . Meio de BOA 

batata 

dextrose 

agar 

agua destilada 

20,0 g 

25 µg 

1000 ml 

60,0 g

1 8, O g

1000 ml 

2 O, O g

20,0 g 

20,0 g

10,0 g

1000 ml 

200,0 g

20,0 g

20,0 g

1000 ml 

onde 



3.3.5. Meio de Martin (MARTIN, 1950) modificado 

para T�iehodVtma (HOHECHIN, 1987). 

fl.ga r 

KH2P04 .

MgS04.7H20

Peptona 

Dextrose 

Rose bengal 

Ag rim i e i n 1 O O 

PCNB 

Agua 

* modificações introduzidas

3.3.6. Solução salina (0,85%) 

2 0,0 g 

1 , O g 

O, 5 g 

5, o g 

1 O, O g 

0,033g>� 

O, 18 g* 

O, 2 O g 

1000 ml 

* 

Cloreto de sódio 

água destilada . 

8, 5 g 

1000 ml 

3.3.7. Solução nutritiva completa (SARRUGE, 1975) 

'-14 

�oluç5es estoques 

KH 2P O 4

Quantidade(/1 itro) 

KN0
3 

Ca(No3)
2

Mgso4

Micronutrientes. 

ml 

5 ml 

5 ml 

2 ml 

mi 

2,86 g 
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MnC1z4HzO 1 , 8 1 g 

Znc12 . . . . O , l O g 

CuCl2 0,04 g 

HzMo04.HzO O, O 2 g 

FeEDTA . . . 1 m 1 

3.4. Isolamentos de V. dah.iiae 

Plantas de berinjela com sinto-

mas típicos de murcha foram cortadas em pedaços de aproximª 

damente 5 cm sendo primeiramente, flambados e então,su� 

metidos a uma assepsia superficial com solução de hipoclori-

t o d e só d i o à 2 % ( 2 â g u a : 1 h i po c l o r i to ) d u r a n t e a pro x i ma d ame !J 

te 3 minutos. Em seguida, o material foi lavado em água des

tilada esteri 1 izada, por 3 vezes consecutivas, e fez-se en

tão, a excisão da casca. 

Com auxílio de uma lâmina foram extraídos pe

quenos fragmentos de tecido do caule e transferidos para plê 

cas de Petri contendo ágar-âgua. 

As placas de Petri com os fragmentos de tecido fo 

o 
ram levadas para incubação no escuro, em 26-27 C e as colô-

nias obtidas foram repicadas em placas de Petri contendo 

meio de aveia. As culturas de V. dàhLla.e. foram posteriormente 

transferidas para frascos contendo ãrua-destilada esteri 1 iza 

das a lOºC, conforme proposto por CASTELLANl (1937). 
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3.5. Preparo do inóculo de V. dahliae 

3.5. 1. Para aqueles experimentos realizados em labo

ratório, o inóculo foi sempre multiplicado em placas de Pe

tri (90 mm) contendo 30 mi de meio de aveia. A partir do es

toque, retirou-se uma alíquota da suspensão de conídios e d� 

pois transferiu-se para placas contendo meio de aveia. Com 

auxílio de alça de Drigalsk o inóculo foi regularmente espa

lhado na superfície do meio. As placas foram vedadas com uma 

camada de plástico fino e em seguida, levadas para câmara de 

incubação a 26 ± J º C, durante 10-12 dias. 

Discos de meio de cultura contendo mi cê 1 i o 

e conídios foram extirpados do meio através de um cortador 

de metal com diâmetro de 1 cm• 

3.5.2. Para aqueles experimentos que exigiram maior 

quantidade de inóculo, empregou-se o mi lho pipoca como subs

trato: 

A. Frascos com capacidade para 500 ml tiveram

l/3 de seu volume ocupado com milho pipoca, juntando-se agua 

destilada até 1,0 cm além do nível do milho. Os frascos fo

ram autoclavados durante 60 minutos, à 120° C. f.1 Íquotas da 

s u s p e n s ão d e c o n í d i o s for an t r a n s f e r i d as p a r a o s f r a s c o s . A i n cu 

bação ocorreu no escuro, a 25 - 26°c, durante 3 O dias. Feito isto, 

efetuou-se a av.::iliacão da concentração de conídios com auxí-

1 ia de um hemacitômetro, apôs a filtragem do fungo em quatro 
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camadas de gase. A seguir, adicionou-se água de 

para ajustar atê a concentração desejada. 

torneira 

B. Sacos de polipropileno (30 x 25 cm), con

tendo 300 ml de milho pipoca acrescidos com 200 ml de agua 

destilada autoclavados por 60 minutos, a 120° c, receberam

através de uma seringa plástica de 20 ml, uma suspensão de 

5 ml de coníduos proveniente do estoque de fundos. A conceo 

tração de 104 conídios/ml foi determinada através da camara

de Newbayer, após a suspensao de conídios ter sido filtrada 

em quatro camadas de gase. 

3.6. Isolados de T�iehode�ma spp. 

Foram testados 47 isolados de diferentes es

pécies de T�iehode�ma, procedentes de várias regiões 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 l mostra a relação dos isolados de 

várias espécies de T�iehode�ma empregados nos ensaios. 

3.7. Preparo do inóculo de T�iehode�ma spp. 

3.7.1. Para os testes realizados em condições de la 

boratório, discos de meio de agar contendo micélio e coní-

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 três dias em 

temperatura ambiente, sob regime de luz constante. O inõculo a ser 

repicado foi retirado, preferencialmente das bordas da colônia 
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Tabela l - Isolados de T�ichade�ma spp. e m p re g a do s  nos 

testes de antagonismo 

Isola dos 

Tw5 
Tw6 
Tw8 
TwlO 
Twl 1 
Twl4 
Tw16 
CNP17 
CNP47 
CNP 311A 
CNP424 
TC 1 1 
TAP 
T32 
T218 
T329 
T362 
T410 
FY413 
Ta 1-1 
Ta 1-3 
Tal-4 
Tal-5 
Ta 1-6 
Ta 1-8 
Ta 1-9 
Ta 1-1 O 
H-1
D -1
D -7
Ti
T 2P
T4P
TlOP
Tl5P
Tl?P
TIV 

TV 

TVI 1 

TB 1 1 
TB 1 1 1 
TR IP 
TC 
TH15 
M 1 1 

TIS E 

Cedido 
Cedido 
Cedido 
Cedidp 
Cedido 

! G-9 (T. vL1tide)

P rocedência Ti po  cu 1 tu  r a 

Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 
Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 
Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 
Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 
Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 
Cedi do pe 1 o CNPSo-EMBRAPA (PR) 
Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 
Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 
Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 
Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 
Cedido pelo CNPSo-EMBRAPA(PR) 

Piracicaba (SP) 
Piracicaba (SP) 
Piracicaba (SP) 
Piracicaba (SP) 
Piracicaba (SP) 
Piracicaba (SP) 
Piracicaba (SP) 
Mutante- B iob:r-ás (MG) 
Mogi-das-Cruzes (SP) 
Mogi-das-Cruzes (SP) 
Mogi-das-Cruzes {SP) 
Mogi-das-Cruzes (SP) 
Mogi-das-Cruzes (SP) 
Mogi-das-Cruzes (SP) 
Mogi-das-Cruzes (SP) 
Mogi-das-Cruzes (SP) 
Piracicaba (SP) 
Anhemb i (SP) 

Mutante celulol ftico 
Alface 

Anhembi (SP) 

p/ Depart? Micologia
p/ Depart? Micologia
p/ Depart? Mico log ia 
p/ Depart? Micologia 
p/ Depart? Micologia 

Piracicaba (SP) 

da U.F.P.-
da U.F.P.-
da U.F.P.-
da U.F.P.-
da U.F.P.-

AI face 
Alface 
Alface 
Alface 
AI face 
Alface 
Alface 
Berinjela 
Pimentão 
Pimentão 

Recife 
Recife 
Recife 
Recife 
Recife 

Berinjela 
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através de um cortador de metal com 1 cm de diâmetro. 

procedimento padrão serviu a todos os testes. 

Este 

3.7.2. Para os testes realizados em condições 

de casa de vegetação e de campo empregou-se milho pipoca co

rno substrato para desenvolvimento de T�lchode�ma sp� . A me-

todologia 

f..lae conforme 

foi basicamente a rn e s ma d e s c r i ta par a V. da h-

mostra o item 3.5.2.B , mudando-se apenas a

técnica de repicagem do fungo, que ao invés da injeção de 

suspensao de conídios, abriu-se os sacos de pol ipropileno e 

a d i cio n ou -se 6 d i s co s d e 2 g ar . contendo mi c é 1 i o e con í d;f,os que 

cresceram conforme as condições descritas acima. Este mate

rial, em seguida, foi incubado na presença de luz fluoresce[! 

te à temperatura ambiente , durante 14 dias. 

3,7,3, Grãos de arroz empalhados foram também 

usados como substrato, preparados conforme metodologia des-

cri ta 

ava 1 i ada 

acima, naqueles experimentos 

a influência de T�lchode�ma spp. na 

sementes e no desenvõlvimento de plantas 

3.8. Preparo de mudas de berinjela 

onde foi 

germinação de 

Sementes do híbrido FJOO e da cultivar RV-111 

foram, separadamente, colocadas em um becker (1000 ml) com 
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aproximadamente 800 ml de âgua de torneira, para selecionar 

a s s em e n te s v i á v e i s ( f u n d o ) d as s em e n t e s i n v i á v e 'i s ( s u p e r f í -

ele). Em seguida, ifetuou-se a assepsia superficial das se-

mentes com hip�clorito de s6dio a 1% (1 hipoclorito:5 agua 

desti !ada esteri 1 izada) por 3 minutos. 

As sementes foram lavadas por 3 vezes e colo

cadas para secar à temperatura ambiente, sobre papel de fil

tro. 

A semeadura foi feita em caixas de isopor 

(Plantâgio) contendo a seguinte mistura: solo:l areia:! es 

terqo. 

As adubações foram feitas com solução nutritl 

va completa e também com solução de sulfato de amônia 

durante a fase de desenvolvimento das plântulas. 

( 1 : 1 O) 

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 

çao empregou-se FlOO_, e RV-111, entretanto, o ensaio 

vegeta

de cam-

po foi executado somente com o híbrido. 

3.9. Critérios de avaliação 

3.9. 1. Para os testes de antagonismo em confronta-

ção direta, a porcentagem de colonização de T�iehode�ma spp. 

foi determinada segundo o critério de CAMPOROTA (1985), sendo: 
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DT x 1 O O 

DE 
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onde, 

DT = e a distância (cm) percorri da sobre o eixo que 1 i ga 

os dois explantes e, 

DE = ê a distância que separa os dois expiantes (aproxima

damente 4,0 cm). 

3. 9. 2. Para os testes realizados em condições de Cê 

sa de vegetação a reaçao do hospedeiro foi avaliada pela fre

quência de plantas infectadas, observando-se os sintomas ex

ternos (murcha e amarelecimento de folhas) e internos (escu

recimento dos vasos). 

3.10. Experimento l: Testes de 1abo�at6rio com T�ichode.�

ma spp. x V. dahliae 

3. 10. 1. Seleção de isolados com potencial para o

controle de V. dahliae 

Os 47 isolados de Tnichode.nma spp. da Tabe-

la 1 foram testados contra o isolado IMz através do teste de 

culturas pareadas, conforme BELL e.t aLU_ (1982), 

discos de a.rn.c. de V. dahtiae., 

colocados em placas de Petri (90 mm) com BOA,

distância de aproximadamente 2,0 cm de seus bordos. 

onde 

foram 

a uma 

Esse material foi incubado durante 10 dias 

em temperatura ambiente, na ausência de luz atê que as co-
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lônias atingissem o tamanho médio de 4,0 cm de diâmetro. 

A s e g u i r , f o i f e i t a a r e p i c a g em d e T fL,Í_ eh o d etr. 

ma. spp. nas placas em posição oposta à colônia do patôgeno e 

assim, as colônias foram incubadas durante 5 dias, na 

sença de luz fluorescente à tempetatura ambiente. 

pre-

As avaliações foram feitas baseando-se no cri 

t é r i o d e B E L L e.:t a..f..ii ( l 9 8 2 ) , o n d e u s o u -s e um a e s c a l a d e n 9 

tas variando de 1 a 5, na qual: o valor foi atribuido quan

do TfLiehode.tr.ma. sp. invadiu completamente o patôgeno e colonl 

zou todo o substrato; 2, quando o antagonista invadiu 

pelos menos 2/3 da superffcie do meio; 3, quando o an

tagonista e o patôgeno colonizaram ambos a metade da superff 

cie do meio; 4, o patógeno colonizou no mínimo 2/3 da super

fície do meio e este parece se opor ao antagonista; e final

mente, o valor 5, quando o patógeno invadiu completameQ 

te o antagonista e ocupou toda a superfTcie do meio. 

Cada tratamento teve 3 repetições e o deline2 

menta usado foi inteiramente casualizado. 

Os isolados de TfLiehodefLma. spp. selecionados 

a partir deste teste, 'foram aqueles que receberam nota 

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

Dentre os isolados de T,'t.[c.hodeJtma. spp. sele·-

cionou -se 20 isolados, os  quais apresentaram os melhores 

resultados de acordo com o critério de notas desenvolvido 

por BELL e� aiii (1 982). Esses antagonistas selecionados fg 

ram taxonomicamente classificados pelo Departamento de Mico-

logia, da Universidade Federal de Pernambuco e a par-

tir daqui, empregados na maiorra dos testes. Sendo eles: T. 

vinide Pers. ex S.F. Gray (Tal-1, Tl5P); T. a.uneo-vinide Ri

fai (Tal-4,Tal:..6, Tal-9, Tal-10, Tw16, TH15, T410, T2 18);T.i<,.orú!'.!, 

gii (Tw6; CNP3l1A); T. p.óeudok.oningii Rifai (Twl4; TV; TISE; 

TIV; TlOP); T. hanzia.num Rifai (CNP17; TClt; Tw5). 

A metodologia descrita aqui corresponde basi

camente a mesma empregada anteriormente, substltuindo-se ªP! 

nas o meio de cultura BDA pelo meio de extrato de malte 

(pH 6 ,0). 

O critério de avaliação usado aqui foi descri 

to no item 3.9. l. e o período de crescimento de Tnic.hodenma 

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

O procedimento estatístico obedeceu ao deli

neamento inteiramente casualizado, com 3 repetições. Os tra

tamentos constaram de culturas pareadas de 20 isolados de 

T4ic.hodenma. spp. e V. dahiia.e,além do controle com o an-

tagonista na ausência do patõgeno e também,do controle com 

apenas V. dahiia.e. 
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3.10.3. Teste de antibiose 

Este método consiste em se cobrir asseptica

mente a superf[cie do meio de extrato de malte (pH 6,5) com 

discos de papel celofane (9,0 cm de diâmetro). A seguir, 

discos de aaar contendo miceTios e conídios de T,Údwdvuna spp. foram 

colocados no centro, sobre a superfície do papel celofane 

(DENNIS & WEBSTER, 1971a). 

As colônias foram entio, incubadas por 48 ho

ras, a temperatura ambiente, na presença de luz fluorescente contínua. 

Em seguida, efetuaraM-se medições do diâmetro 

midio das colônias e finalmente, retirou-se o papel celofane 

juntamente com a colônia do antagonista. 

As placas foram invertidas e receberam 30 ml 

de clorofórmio cada,na sua parte inferior. A posiçio erigi 

nal das placas foi recuperada após a evaporaçao total do pr9 

duto. A seguir, adicionou-se uma .alíquota de l m l

de uma suspensio de conídios de V. dahl�ae sobre o meio, es

palhando uniformemente o inóculo com auxílio de uma alça de 

Origalsk. As placas foram levadas para camara de 

o 
a 25 C, na ausência de luz. 

incubaçio 

As avaliações foram tomadas através do diâme

tro médio do halo formado, após 3 dias, pois conforme DENN!S 

e� alil (1970a)as substâncias voliteis podem se perder com 
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perfodos mais longos de exposiçio. 

Cada placa de Petri (90 mm) conteve rigorosa

mente 30 ml de meio de extrato no seu conte�d� em todos os 

ensaios que asou-se o referido meio. 

Alim do mais, estes testes foram repeti 

dos com os três isolados de V. da.hlia.e.. (IM1; IM
2

; IM
3
) e o

delineamento experimental usado foi inteiramente casualizado, 

c o m 3 r e p e t i ç õ e s. E s t e t e s t e f o i r e p e t i d o d u a s v e z e s n o t em p o . 

3.10.4. Estudo sobre interação de hifas de T�ichode� 

ma spp. e V� dahliae.. 

V. da.hlia.e.. cresceu em meio de BOA e em meio 

de extrato de malte o tempo suficiente para ocupar uma parte 

da lamfnula de vidro que fora disposta ant�riormente na posi-

sao frontal do inóculo. As colônias foram incubadas a 

25-26° c, na ausência 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 lamínula, estas foram retiradas e coradas com lactofe 

nol, disposto antecipadamente sobre a lamfnula, para 

tuar as observações microscópicas. 

efe -

Os isolados de Tnichode..�ma. spp. usados foram 

Tw6;CNP3ll'A;Tal-l; T l5P ; TwJ6; TCll; CNP-17; Tal-6; Tal-9;  TlSE pª 

ra IM 1
. Entretanto, para IM2 apenas T!V e para IM3: TH15, 

TV; Tal-l;Tw5 ; T410; Tal-9; Tal-10; Tw6; Twl6; T2J8. 
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3.10.5. Influência de pH e temperatura no crescimen

to e na produção de metabólitos de T. konin

gii e T. vi!Úde 

Foram empregados quatro isolados de T�icho

de�ma spp! que apresentaram o� melhores resultados nos tes

tes antibiose (item 3. 10.3) devido ao maior tamanho dos ha

los de inibição: (CNP311â, Tw6) e T. v;_�ide (Tal-1 e T15P). 

A metodologia usada foi a mesma 

anteriormente no item 3. 10.3, ou seja, a técnica do 

celofane proposta por DENNIS & WEBSTER, 1971a). 

descrita 

papel 

Para tanto foram empregados três níveis de 

pH: 4,5; 5,5 e 6,5 em cinco diferentes temperaturas : 13
° ,

18 °, 23°, 28
° 

e 32° + 1
°

c e o isolado IMI de V. dahliae na 

concentração de 104 conídios/ml.

Após a semeadura do antagonista nas placas de 

Petri, as colônias foram incubadas nas referidas temperatu -

ras em estufa NK SYSTEM, na ausência de luz. Após o período 

de incubação de T�ichode�ma spp. ( 48 horas), as colônias fo

ram retiradas das platas de Petri e adicionou-se 0,12 mi da 

suspensão de conídios de V. dahliae tM1

sobre o meio. 

(104 conídios/ml)

As ava 1 i ações foram feitas através da tomada 
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do diâmetro médio das col&nias de Tftlchodeftma spp. antes da 

retirada da membrana de celofane, e tambêm, através do diâm§ 

tro médio do halo produzido. 

O delineamento usado foi inteiramente casuall 

zado com 3 repetições. Este teste foi repetido 

zes no tempo. 

duas ve-

3.10.6. Efeito de metabÕ1 itos voláteis no crescimen

to de V. dah��ae 

Para testar o efeito de metaból itos voláteis 

de T. vlftide (Tal-1; Tl 5P) e T. fwning,i,,l (CNP311A, Tw6) sobre o 

crescimento de V. dahliae (IM1), posicionou-se tampas de 

placas de Petri (90 mm) umas sobre as outras, apôs se ter 

vertido meio de extrato de malte em cada uma delas. Assim, 

na extremidade inferior semeou-se o antagonista e na outra, 

o patógeno, ambos na forma de disco de a.m.c. 

As tampas foram vedadas lateralmente com uma membrana plásti

ca e em seguida, esse material foi incubado em temperatura 

ambiente sob luz fluorescente contínua. 

A testemunha recebeu um disco de micêl io de 

V. dahliae na extremidade inferior e outro na extremidade

superior da placa. 

As avaliações foram feitas apos 7 dias de 

crescimento dos fungos, onde foram tomadas medidas do diâme

tro médio da co16nia de V. dahllae. 
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O delineamento experimental usado foi inteir2 

mente casualizado com 4 repetiç�es. 

Este teste foi repetido duas vezes no tempo. 

3. 10.7. Teste de competição de isolados de r�;,eho

de�ma spp. em meio de cultura 

O objetivo deste bioensaio foi verificar se 

ocorre rníbição do crescimento das colônias quando ·dois

isolados de ThiQhodehma spp. ocupam o mesmo substrato. 

T. k.oningii (CNP31 l�.,Twl6)e T.. vihide (T 15P e 

Tal-1) foram arranjadas em forma dialél ica e a metodologia u

sada foi a seguinte: 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 posição oposta 

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

27 º c. escuro, a 

O material foi incubado durante 96 horas, no 

Os tratamentos foram comparados com o contro

le, o qual cresceu isoladamente em placa de Petri,  correspo!:) 

dendo a cada isolado separadamente. Cada tratamento foi rep� 

tido 4 vezes. 

As medidas do raio de crescimento foram toma

das apos o confronto das colônias em intervalos de 24 horas, 

totalizando quatro avaliações. 
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O objetivo deste bioensaio foi complementar 

o teste descrito anteriormente (item 3.10.7} e detectar boas

combinações de isolados para emprego de misturas de isolados 

em testes posteriores em condições de casa de vegetação. 

Para tanto foram feitas combinações dialéli

cas entre T.k.aningLl (CNP311A; Tw6) e T •. v).)tide. (Tal-1; Tl5P) 

em placas de Petri contendo meio de extrato de malte (30 mi) 

cobertas assepticamente com papel celofane. Em cada placa 

foi colocado um disco de micélio na posição central e, incu-

bou-se as colônias durante 48 horas, no escuro, a uma 

o 
temperatura de 27 C. O pH de, meio de cultura foi de 6,5. 

A seguir, retirou-se a membrana de celofane 

juntamente com a colônia de TJc.ic.hode.Jc.ma. spp. e, outro disco 

de micel io de TJc.ic.hade.Jc.ma. spp. foi colocado novamente, no 

centro de cada placa. Esse material foi novamente 

nas mesmas condições descritas anteriormente. 

incubado 

As avaliações foram feitas através da tomada 

do diâmetro médio da colônia que cresceu no meio 

com metaból itos de TJc.ic.hode.Jc.ma spp. após 3 dias. 

acrescido 

Os tratamentos corresponderam a todas as com

binações possfveis entre os quatro isolados, inclusive com-

binações de metaból itos e crescimento de colônias com 

próprios isolados. 

seus 
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O delineamento empregado foi em blocos casua

lizados com quatro repetições. 

3 • l 1 • Ex p e r i me n to 1 1 : 1 n t e r a ç ão e n t r e T Jtl. e. h o d e.1tm a s p p • e 

V. dahllae. em condiçies de casa de vegetação

3. 11.1. Teste de antagonismo 1: Infestação do solo com

V. dakl.lae anterior a T!tlekodvr.ma spp.

Vasos plásticos com capacidade para 5 kg de 

solo tiveram seu volume ocupado com uma mistura contendo 2:1 

de so I o e esterco anteriormente, autoclavada por 60 minutos 

(120
°

c). O inóculo (IM1 e IM3) foi misturado ao substrato

previamente umidecido. A cada 30 kg de substrato (mistura de 

solo) foram empregados aproximadamente 1000 mi da suspensão 

de conídios (10 5 conídios/ml), sendo então, manualmente 

homogeneizado ao solo. 

Os isolados de T1tic.hode.1tma spp. usados foram 

preparados em frascos de vidro (500 mi), os quais continham 

300 ml ocupados por torta de filtro Oliver e infestados com 

3 discos de micélio e conídio (l,O cm). /l. incubação das colô 

nias se deu na presença de luz, em temperatura ambiente, du

rante 30 dias. 

de.1tma spp.: 

Foram empregados quatro isolados de T1tic.ho

CNP311A, Tw6 (T. k.onin.gii) e Tal-1; Tl5P

( T . v L'ti d e. ) s e I e c i o na d o s p e 1 o t e s t e d e a n t i b i o s e ( i t em 3 • l O . 3) . 
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Assim, seguindo a infestação do solo com IM1 

e também com IM3 separadamente efetuou-se outra infestação, 

porém, empregando-se 300 ml de torta de filtro 01 iver pre-

colonizada com T�iehode�ma spp. Adicionaram-se 

ml de melaço a 2% ao solo nos vasos. 

também 100

Finalmente, efetuou-se o transplante das mu

das de berinjela, sendo 4 plantas por vaso. 

As irrigações foram feitas diariamente. 

A temperatura média em condições de casa de 

vegetação foi 24 ° c no período de julho a setembro/37. 

As avaliações foram iniciadas a partir do 

30<? dia apos o transplantio das mudas e foram feitas atr� 

ves dá contagem do número de plantas com sintoma de murcha 

verticilar. 

O delineamento usado foi em blocos ao acaso, 

com 4 repetições e os tratamentos usados foram 

spp. x V. dahliae, controle com V. da.hliae,

com T�iehode�ma spp. e o tratamento em branco. 

T�iehadv1..ma 

controle 

Fez-se necessária a ap 1 i cação do inseticida 

CARTAP no ensaio,devido ao aparecimento de moscas minadoras 

( L�om yza. s p . ) n a s f o 1 h a s .

Visando complementar este estudo, foram fei-

tos isolamentos do solo para verificar a sobreviv�ncia de 

T�iehode�ma spp., após 72 dias da infestação do solo com os 

antagonistas. 



62 

3.11.2. Teste de antagonismo li: Infestação do solo com 

V. dahllae pdsterior a T4lchade�ma spp.

Neste CêSO, usaram-se vasos plásticos (5 kg) 

contendo 3 camadas diferentes de substrato, sendo a primeira 

camada constituída de areia + torta de filtro 01 iver pré-colg 

nizada com T�lchode�ma, na relação 1:2; a segunda de solo + 

torta de filtro Oliver e, por último, areia novamente. Fras-

cos de 500 ml contendo torta de filtro pré-colonizada com T4� 

chode�ma foram usados em cada vaso, além da adição de 20 ml 

de melaço a 2 %. O preparo do inóculo do antagonista foi exa-

tamente como descrito anteriormente, alterando-se apenas 

neste Último 400 ml 

a 

sua ·quantidade 

c a d a v a s o . A anã 1 i se 

sendo usado em 

do solo encontra-se na Tabela 10 (Apêndice). 

A infestação do solo dos vasos com o patõgeno 

somente foi feita no 149 dia após o transplante das mudas, 

onde foram empregados 20 ml de inóculo (4,5 x 10 5 conídios/ 

ml) por planta, de cada isolado de V. dahllae (1MJ e TM3),

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

Trinta dias apos a infestação do so-

lo com os isolados de T4lchode�ma spp., adiciou-se mais 200 

mi de torta de filtro (pré colonizada com o antagonista + me

l aço a 2%) . 

O delineamento experimental usado foi em blg 

cos ao acaso com 5 repetições. Além dos tratamentos com T�l 
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ehodenma. spp. x V. dahliae, das testemunhas usando apenas o 

patógeno ou apenas o antagonista, usou-se também o trata-

químico com benomy1 (35g/100 ml de água + TWEEN 80 à 3%) no 

7': dia após a inoculação com os isolados (M1 e IM3). O trata

mento em branco foi usado para comparações com os outros tra 

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

As avaliações foram iniciadas a partir do 30':

dia, apos a infestação do solo com o patógeno, através da 

contagem do número de plantas com sintomastípicos de murcha. 

Os isolados de Tniehodenma. usados foram: Tw6, 

CNP3llA (T. lwnln.gLi.,), TlSP, Tal-l(T. vinide). 

Este ensaio foi executado no período de agos

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

As irrigações foram feitas diariamente com 
agua de torneira. 

Fez-se necessária algumas aplicações do acari 

cida NEORON. 

Visando a complementação deste estudo, foram 

feitos isolamentos do solo, para verificar a sobrevivência 

das populações de Tniehodenma spp., 

75 dias. 

apos um período de 

3 . 1 l . 3 • Te s t e d e a n t a g o n i s mo l· t 1 : 1 n f e s t a ç ão s i rn u l t â -

nea do sol o com IJ. da.hf.iae e Ttr.iehodenma. spp. 

Os antagonistas testados foram: T. hanzianum 
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(TCII, CNPl]), T. honingii (CNP3l IA,Tw6) e T. vi�ide (Tal-1, 

TlSP), sendo estes os isolados que melhores resultados apre-. 

sentaram no teste de antibiose (3.10.3). 

O isolado mai s  patogênico de V.

foi reisolado de plantas doentes e usado aqui neste teste. 

Apôs a preparaçao do substrato- mi lho pipoca, 

(item 3.5.2.B) foram. 1njectados 5ml de uma suspensão de coní

d i o s ( 1 O 4 
c o n í d i o s / m 1 ) a t r avé s d e um a s e r i n g a p I á s t i c a ( com 

capacidade para 20 mi), perfurando os sacos de po1ipropileno 

na sua parte superior, com a agulha. O substrato foi homoge

neizado e incubado durante 7 dias, à 26 ° c, no escuro. Em se-

gu ida, os sacos de po.l i prop i lena foram novamente abertos 

na sua extremidade superior, em ambiente asséptico, e recebe-

ram 6 discos de a.m.c. de T�iehode�ma spp., 

além da adição de 5 ml de água destilada esterilizada nesse 

recipiente, para manter a umidade. 

O material apos 15 dias de incubação, no escy 

ro, a zs
º

c , foi preparado para a segunda fase do ensaio, on-

de os sacos de pol ipropileno foram abertos e seu conteúdo d� 

positado em baldes (15 litros) e homogeneizado manualmente. 

Isto foi feito separadamente, para cada tratamento. 

Vasos plásticos com capacidade para 2kg tiveram 

2/3 de seu conteúdo ocupado com uma m istura de terra+areia+ester 

co em partes iguais. Em seguida, adicionaram-se 100 rnl de i nõcu lo e m  
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c ada vaso e cobriu-se novamente, com a mistura de terra e 

efetuou-se o transplante das mudas de berinjela RVI 11 e F100 

para os vasos. A análise do solo está na TaóeTa 10 (Apêndice). 

O delineamento usado foi em blo cos ao aca -

s o  com nove repetiçõei por tratamento. Os 

testemunha tratamentos foram T�iehode�ma spp . x V. dahliae, 

com apenas o pat6geno e o tratamento em branco. Cada vaso teve 

4 plantas, sendo 36 plantas no total por tratamento. 

As avaliações iniciaram-se 30 dias apos o 

transplante das mudas, através da contagem do número de plan

tas com sintomas típicos de murcha. 

Este ensaio foi instalado no período de ju

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

3.12. Experimento 111: Influência de T. kon.ingii e T. V..{..

�ide na germinação de sementes e no desenvolvimento

de plantas de berinjela 

Vasos plástic os com capacidade para kg ti 

veram metade do seu volume o cupado com uma mistura de solo + 

areia + esterco. Em seguida, foram acrescentados 100 ml 

de substrato colonizado com T�ehod�a spp. em cada vaso, preparado con

forme o item 3.7.3., com exceção do controle que recebeu o substrato sem o 

fungo. O inôculo 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 s� 

mentes/vaso). O preparo das sementes foi descrito no item 

3.8. As sementes foram cobertas com uma fina camada da mist� 

ra de solo. A análise do solo está na Tabela 10 (Apêndice). 

Alim dos isolados de T�ichode�ma usados sepê 

radamente, sendo Tw6, CNP311A, Tal-! e T15P, foi usada uma 

mistura dos isolados de T. vi�ide (Tal-1 + T15P) que melho

res resultados apresentaram nos testes de competição de T�i

chode�ma spp. em meio de cultura e no teste de auto inibição 

por metabólitos de T. vi�ide e T. koningii (itens 3. 10.7 e 

3. 10.8, respectivamente). O ensaio foi instalado em te lado 

usando dois tipos de solo: autoclavado durante 90 minutos, a 

o 
120 C e solo natural.

O dei ineamento experimental aqui empregado 

foi em blocos ao acaso arranjado em parcelas subdivididas, 

com 6 repetiç�es/tratamento, onde as parcelas foram as semeo 

tes de berinjela LFlQQ e RVII IL e as subparcelas de isolados 

de T�ichode�ma spp. 

As ava 1 i ações foram feitas 6 dias apos a se

meadura de berinjela, em intervalos regulares de 2 dias, 

através da contagem do número de plântulas. Após a 5� ava

liação, efetuou-se o desbaste das plântulas, restando apenas 

uma plântula/vaso para que, posteriormente, fossem tomadas 

medidas de altura e peso da matéria seca (apenas parte airea), 

no intuito de avaliar a influência desses antagonistas no de

senvolvimento de plantas. 
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As avaliações de altura e de peso seco de 

plantas foram efetuadas com 43 dias após a semeadura de berin 

jela. 

Este ensaio foi executado de março a abri 1/88 

e a temperatura média foi 
o 

de 31 C. 

Foi feita uma aplicação com solução nutritiva 

completa na proporção de 70 ml de solução/vaso, após o desba§ 

te das mudas nos vasos. 

Os estudos da sobrevivência de populações 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 IV: sobrevivência de T. koningii e 

T. vi�ide

3. 13. I. 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 raízes foi depositada em outros recipientes. O 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 

T�iehode�ma spp., separadamente. 

O solo foi colocado para secar a sombra duran 

te 72 horas e em seguida peneirado. 
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Após a preparaçao do solo, retiraram-se 10 

gramas de solo, que foram suspensos em 90 ml de água desti 

lada mais ágar a 2%(esterilizados). Após agitação manual, 

foram feitas diluições em série atê a diluição 10�
3 

dios/g de solo. 

con1-

Placas de Petri (90mm) contendo aproximada -

mente 20 mi de meio de Martin modificado para Ttc,J...c_hode.ftma. 

s p . ( H O ME C H I N ,,1 9 8 7) t i ver a m um a a l í quota ( (1 , 1 2m l ) d a d i 1 u i ç ão 
3 

regularmente distribuída sobre a superfície do meio, atra

vés de alça de Drigalsk. 

En;i seguida, levou-se este material para cam9 

ra incubadora, 
o a uma temperatura de 27 C, durante 5 dias, 

na ausência de luz. Avaliou-se o número de unidades forma

doras de colonias. 

3.13.2. No solo 

Este estudo teve início com a montagem do te§ 

te de Influência de T. QonJ...ngJ...J... e T. vJ...tc,J...de. na germinação de 

sementes e desenvolvimento de plantas, conforme metodologia 

descrita no item 3.13. 

Foram retiradas de 70 a 90 gramas de solo de 

cada vaso escolhidos aleatoriamente em três vasos por trata

mento. Esta amostragem foi feita apenas nos vasos que conti

nham o híbrido de berinjela (FlOO). 

Após a secagem das amostras à temperatura am

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

em frascos (500 mi), contendo 90 mi de água destilada mais 

ágar a 2% esteri 1 izado . As diluições usadas foram 10-5 e 10-3 

confdios/g de solo, sendo estas semeadas, em· meio de Martin 

modificado para Trichoderma sp. (HOMECHIN, 1987). · O mate

rial foi incubado a 27°C, no escuro; durante.5 dias. 

O primeiro isolamento foi feito no dia seguin-

te da infestação do solo com o antagonista, onde o fungo 

começava a aparecer na superfície do solo dos vasos. A 

seguir, os isolamentos foram feitos com 10, 37, 79, 145 e 

210 dias após a semeadura. A temperatura média foi de 

Avaliou-se o número de unidades formadoras de 
colonias. 

O delineamento experimental usado em condl 

çoes de laboratório foi em blocos ao acaso, com 4 repetições. 

3. 14. Experimento V: Controle biológico em condições

naturais de campo 

Foram empregados três isolados do antagoni§ 

ta, sendo T. vl.Jtide (Tal-!) ; T. b.an.ingii (CNP31 lA) e T. ha.Jt

zia.nu.m (CNP17); o isolado mais patogênico de V. da.hlia.e, IM1,

e, o híbrido F l O O d e b e r i n j e l a . 

Na area experimental, as covas corri 

aproximadamente 15 cm de profundidade receberam 
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30-35 mi de inôculo de V. dahLiae·preparado conforme descrito

no item 3.5.2.8. e em seguida, adicionaram-se 300 mi de inôcu

lo do antagonista, preparados conforme consta no item 3.7.2. 

As mudas de berinjela foram plantadas a seguir. As irrigações 

foram feitas diariamenbe. 

O espaçamento entre linhas foi de 1,20 m e deo 

t r o d e 1 i n h a s d e 4 O , O cm. 

Foram usados os seguintes tratamentos: T�ieho

de�ma. spp. e V. da.hlia.e, apenas o patôgeno e o tratamento em branco 

sem nenhum dos dois fungos. 

As avaliações f 0ram feitas a partir do 53<? dia 

do plantio em intervalos de 7 dias, através da contagem de nú 

mero de plantas doentes. A última avaliação foi feita no 

dia. 

1 09<?

O delineamento experimental usado foi em blo

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

A anâl ise do solo detectou o pH 4,45. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Experimento 1: Testes de laboratôrio com T4iehode..4ma 

spp. e V. dahliae.. 

4.1.l. Seleção de isolados com potencial p ara o 

control� de V. dahliae.. 

Conforme consta na Tabela 2, os isolados de 

T4iehode..4ma aos quais foram atribuídas notas iguais a e 

com alg umas exceções, aqueles que receberam nota 2, foram 

isolados selecionados p ara o uso nos demais testes. Esses 

que receberam nota 2 foram aqueles que produziram metaból i

tos deixando o meio de BOA com coloração amarela intensa. As 

sim, foram selecionados 20 isolados, entre eles: T. vi4ide.. 

(Tal-!; T15P); T. koningii (Tw6; CNP31 lA); r. ha4zianum 

(CNP17; TCII; Tw5); T. pf..e..udokoningii (Tw14; TV; TlSE; TIV; 

T 1 O P ) e T. CW4 e.. o - v i4i d e.. ( Ta 1 - 9 ; T a l -6 ; T H - 1 5 ; Ta l -4 ; Ta 1 - l O ; 

Twl6; T410; T218). O isolado TIV não foi testado neste estu-

do. A maioria dos antagonistas cresceu sobre as colônias 

de V. dalliae.. e posteriorm ente, esporulou abundantemente sobre o fungo 

hospedeiro. Embora não tivesse quantificado, este fato coincide com o r� 

]atado por BOOSALIS (1964), onde determinados hospedeiros podem es-
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Tabela 2 - Seleção de isolados de TJtiQhode!tma spp. com poten

cial para o controle de V. diahliae 

Isolados de 
T JtiQho de!tma 

Tw16 

Tw 11 

Tw6 

TC l 1 

MI l 

CNP17 

Tw8 

TlSE 

IG-9 

TwlO 

CNP311A 

CNP47 

TlSP 

TR IP 

T3 2 

T2P 

Ta 1-5 

H-1

T218 

FY 413 

Tal -3 

D-7

Ta\.-10 

Notas 1

1 * 

2 

1 * 

1 * 

2 

1 * 

2 

1 * 

3 

2 

1 * 

1 * 

2 

2 

2 

2 

3 

1 * 

3 

2 

2 

l * 

Isolados de 
T JtiQho de.1tma. 

Tw5 

T362 

T4 l O 

T 1 OP 

Tw14 

TAP 

CNP424 

Ta 16 

T17P 

T3 29 

TC 

TH15 

Tal-9 

0-l

Ti 

Ta 1 -1 

Tal-8 

TAP 

TB I l 1 

TB 11 

TIV 

TV 

TVI! 

Tal-4 

Notas 

1 * 

2 

2* 

2* 

1 * 

3 

2 

2* 

2 

2 

3 

1 * 

l *

2 

2 

1 * 

3 

3 

3 

2 

1 * 

l *

3 

l* 

1 Valores médios de notas de 3 repetições de acordo com o 

c r i t é r i o d e 8 E L L e_;t_ alii ( 1 9 8 2 ) 

* Seleção de isolados de T.1t�chode.1tma spp.
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timular a reprodução sexual de seus parasitas. 

4.1.2. Teste de antagonísmo com confrontaçio direta 

e antibiose 

A análise de variância do teste de antagonismo 

em confrontação direta apresentada na Tabela l do Apêndice, 

detectou pelo menos um contraste significativo entre os trata 

mentas, ao nível de 1% de probabilidade. Os dados foram ana

lisados individualmente para cada isolado de V. dahliae por

que os ensaios foram instalados em épocas distintas. 

Pelo teste de Tukey (Tabela 3) verificou - se 

que, selecionar novamente antagonistas por este método 

emprego em condições de campo, já que é impraticável 

para 

testar 

todos eles, não poderia ser possível pois, a maioria dos tra-

tamentos não diferiram entre si. A Figura 1 ilustra através 

de gráfico, o comportamento médio dos antagonistas testados 

contra os três isolados de V. dahliae. As variações entre os 

micoparasitas seriam de pequena magnitude,pois já havia sido 

efetuada uma seleção prévia baseada nos mesmos parâmetros de§ 

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

Pode-se observar ainda que o desempenho de 

T�iQhode�ma spp. foi relativamente semelhante em relação a 

lM1 e tM2. Por exemplo: Tw16, Tal-6, Tal-4, Tal-10, Tal-9,

T410, T218, CNP17, TH-15, TV, Tw6, Tw5, TlSP apresentaram os 

melhores resultados quanto à porcentagem de colonização para 



Tabela 3 - Teste de antagonismo

TJtic.hode.1r.ma. spp. e

Isolados de Porcentagem 
T Jr..ic.ho de.Ir.ma spp. IM

] 

Twl6 100,00 a 

Ta J.:-6 94, 44 ab 

Tal-4 9 3 , 3 3 abc 

Tal-1 8 9, 5 3 abc 

TaJ-10 8 2, 7 4 abc 

TI SE- 7 2, 7 O abc 

Ta J.-9 80,48 abc 

T410 7 9, 9 8 abc 

TH-15 79 ,39 abc 

TV 7 6, 6 7 abc 

Tw6 7 5, 7 2 abc 

TlOP 7 4, 53 abc 

TlSP 7 4, 4 5 abc 

CNPl7 7 4, 4 O abc 

T218 7 3 , 8 l abc 

TwS 73 ,61 abc 

TC 1 1 7 2, 7 O abc 

CNP311A 6 4,25 bc 

Tw4 6 l , 3 3 c 

TV 

74 

em confrontação direta entre 

V. da.hliae..

média de colonização 1 

IM2

100,00 a 

99,24 a 

96,31 a 

57,42 c 

91 , 4 9 abc 

61 , 6 6  bc 

91 , l l abc 

87,06 abc 

77,35 abc 

76,65 abc 

94,08 abc 

60,72 abc 

8 4, 21 abc 

84 ,28 abc 

86,86 abc 

83,33 abc 

83 ,25 abc 

6 5, 5 3 abc 

8 5 , l 6 abc 

IMJ

74,74 bc 

8 O, 6 1 ab 

6 9, 4 5 bcd 

69,27 bcd 

77,98ab 

69, 8 3 bcd 

8 l , 9 6a b 

81,Slab 

77, 5 9 bc 

87,SOab 

80,56ab 

60,48 cd 

79,2Qab 

53, 3 l d 

77,99ab 

82,30ab 

98, 6 5a 

7 5, 63 bc 

71, 3 8 bc 

Valores originais médios d e  3 repetições obtidos através 

da porcentagem de colonização (%C), segundo CAMPOROTA(l985). 

Médias de três isolados de V. dahliae.. 

As letras iguais indicam que os contrastes de médias nao 

foram significativos pelo teste de Tukey a 5% de probabill 

dade (D.M.S. = 1, 728; 2,112 e 1,054, respectivamente). 
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A 

+ 

B 

+ 

+ 
+ 

T. 16 A6 A.4 CII A10 A9 6 410 V 218 5 15P H15 14 A1 17 1SE 10P 311

Isolados de Trichoderma spp. 

Figura l - Valores médios de 3 isolados de V. dahi.,,é_a,e, (IMJ, IM2 
e IM3) com 3 repetições cada. P.) Teste de antagonis
mo em confrontação direta sendo que as avaliações f9 
ram feitas através da porcentagem de colonização (%C) 
segundo CAMPOROTA (1985). B) Teste de anti biase. Me
d idas de diâmetro de halo (cm). O sinal (+) represe!] 
ta a seleção de isolados de TniQhode,nm�. 
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os dois isolados testados. Entretanto, em relação a tM 3, o

mesmo nao ocorreu, provavelmente, devido aos fatores ambien-· 

ta i s , p o i s , na epoca em que o ensaio foi instalado, a

temperatura ambiente foi relativamente mais baixa do que 

durante as outras épocas. Kão foram realizados testes esta-

t í s t i co s p a r a a v a l i a r o n í v e l d e a g r e s s i v i d a d e d e isolados 

de V. dahliae in vit�o, mas, provavelmente, além dos fatores 

extrínsecos que colaboraram para que houvesse uma maior va

riação no comportamento de T�iehade�ma spp. em relação a tM3, 

estã o genótipo do organismo. Da mesma maneira, BELL (1982) 

e CAMPOROTA (1985) encontraram que os isolados de R. �alani 

testados diferiram em relação a sua suscetibilidade ao anta

gonismo de espécies de T�iehadeftma. A diversidade de espe

cies de fungos é o resultados das mudanças nas populações do 

hospedeiro, segundo HANSEN (1987). 

Quanto ao teste de antibiose verificou-se que 

a produção de metaból itos tóxicos variou amplamente entre 

diferentes espécies e dentro de cada espécie de T�iehade�ma. 

Estes dados confirmam os encontrados por DENNIS & WEBSTER, 

1971a). 

Esses metaból itos podem ser de natureza volâ

teis e/ou nao voláteis. Principalmente, devido à sua natureza 

volátil, fez-se necessária a imediata repicagern de V.dahliae 

no meio de cultura. 

Os resultados deste ensaio e respectivas me-
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dias encontram-se na Tabela 4 e a análise de variância (Tabe 

la 2 do Apêndice) detectou pelo menos um contraste signific9 

tiva entre os isolados de Ttc.ic.hode.tc.ma spp . testados (p.(0,05) 

em relação ao diâmetro médio do halo produzido. A ·variação 

entre isolados foi ampla em relação ao diâmetro médio de co-

lônia de Ttc.ic.hode.tc.ma spp. Também, foi observada uma as-. 

soei ação entre diâmetro médio de colônia e diâmetro me-

dia do halo produzido. O isolado T15P (T. vitc.ide.) mostrou-se 

excelente produtor de antibiótico visto que quando suas co

lônias apresentavam diâmetro médio de 4,35 cm ocorria a 

completa inibição de qualquer um dos isolados de V. dahfiae. 

e, mesmo após passado algum tempo da avaliação (3 dias), o 

pat6geno este�e ausente no meio de cultura.Entretanto, o isç 

lado Tw6 (T. koningii) após a avaliação, já mostrava algum 

desenvolvimento de colônias de V. dahfiae. mesmo no centro do 

halo de inibição, embora, tivesse apresentado a segunda maior 

média na maioria dos testes .com IM1 e IM
3 (Tabela 4) .

Devido aos mesmos motivos mencionados ante

riormente, em relação à inconveniência de se efetuar análise 

estatística englobando os três isolados de V. dahfiae. contra 

os 20 isolados de Ttc.ic.hode.tc.ma spp., partiu-se então, para a 

análise estatística de cada isolado de V. dahliae. separada -

mente. 

A partir deste ensaio foi possível 

os melhores produtores de metaból itos em meio de 

detectar 

cultura. 



Isolados 
de 

T11icJwcieJL-
mct s 

T15P 

CNP17 

Tw6 

TC 1 1 

Tal6 

T410 

CNP3 11A 

Tal-1 

Ta 1- l O 

T 21 8 

TV 

Twl4 

TH15 

TISE 

Twl6 

Ta 1- 4 

TIOP 

Tal -9 

Tw5 

TIV 

de  colônia e de halo de inibição (c m) 

Testador IMJ 

Colônia Halo 

4,90 

7, 15 bc 

9,00a 

6, 87 bcd 

6, 98 bc 

6,67 bcdef 

bcdefg 

efgh 

6,62 

5,88 

6,97 bc 

7, 15 bc 

5 ,98 bcdefg 

5,67 ghi 

6 ,6 5 bcdef 

6,82 bcde 

6,88 bcd 

6,27 bcdefg 

5,30 hi 

7,22 b 

5,93 defg 

5,71 fghi 

9,00 a 

7, 02 ab 

7 ,01 ab 

5 ,68 bc 

4 ,55 bcd 

4,52 bcde 

4,52 bcde 

4,45 bcde 

4,42 bcde 

3,92 

3,85 

3, 15 

3,07 

2,50 

2,40 

l ,92

1, 73

1 ,55

l ,52

0,01 

cde 

cde 

cde 

cde 

def 

def 

def 

def 

def 

ef 

f 

Te stador IM2 

Colônia Halo 

5,83 g 

6,97 cde 

9 ,OOa 

7,48 bc 

7,92 bc 

7,32 c 

7,28 c 

6,03 fg 

7,40 e 

8,45 

6, 15 

5,95 

6,95 

defg 

fg 

def 

6,90 def 

6 ,90 def 

7, 07 bc 

5,50 g 

7 ,6 O bc 

7 ,30 c 

7,00 cde 

9,00a 

6,28 bc 

6, 83 b

5,80 bcde 

5,40 bcdef 

5,67 bcde 

6,78 b 

6, 70 bc 

5, 97 bcd 

4,67 defgh 

5,22 cdefgh 

5,21 efghi 

4,35 efghi 

3,20 

2,98 

4-,41 

3,37 

3,73 

4,00 

O, 75 

hi 

efghi 

hi 

ghi 

fghi 

Testador IM3

Colônia Halo 

4,35 gh 

5,58 def 

8,50a 

6,32 cde 

6,85 bc 

6,92 bc 

7,68ab 

6,17 cde 

7,67ab 

6 ,90 bc 

5,62 def 

4,62 fgh 

6,40 cde 

6,35 cde 

6, 88 bc 

6,62 bcd 

4, 17 h 

7,05 bc 

6,40 cde 

j 5 ,32 efg 

9,00a 

4,03 efg 

7,00 b 

5,16 de 

4,85 def 

5,22 de 

7,25ab 

6,48 bcd 

5, 77 bcde 

5,52 

4,06 

3,38 

4, 77 

4,05 

4,92 

5,08 

2,72 

5,08 

4,58 

1 ,68 

cde 

efg 

fgh 

def 

efg 

def 

def 

gh 

def 

ef 

h 

As letras iguais indicam que os contrastes de médias não 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, respec tivamente. -......J 

00 
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A Figura 1 ilustra isto, e pode-se verificar que além dos 

isolados T 1 5P; Tw6; Tal-1 e CNP311A outros isolados, tais 

como CNP17 e T C 1 1 , t am bêm se mostraram eficientes, embora 

nao tivessem si d o usados em todos os testes. 

Para os quatro isolados selecionados para uso 

no s te s t e s d e c a s a d e v e g e t ação ( T l 5 P e Ta 1 -1 = T. v iJÜ .. d e. ; 

Tw6 e CNP311A = T. Roningii) empregou-se como parâmetros de 

seleção, o potencial para produção de metaból itos aliado a 

velocidade para colonizar o substrato (meio de cultura); e

também, o uso de pelo menos dois isolados pertencentes à mes

ma espécie. A Figura 2 mostra o halo produzido pelo isolado Tal-1. 

Desta forma, o antagonista que apresentou me

lhor capacidade para colonizar o substrato foi Tw6, que tam

bém produziu um dos maiores halos de inibição em relação a 

todos os isolados de V. dah�iae. testados. O outro isolado 

CNP311A pertencente a mesma espécie (T. Roningii) apr�sentou 

bom campo r t amen to, embora quantitativamente inferior a

Tw6, mostrou-se qualitativamente superior em relação a esta

bilidade de seus metabólitos produzidos. O isolado T15P (T. 

V úti d e. ) f o i 

tos embora 

por excelência o melhor produtor de metaból i -

-

nao tivesse alcançado boa capacidade para colo-

nizar o substrato. Entretanto, este último parâmetro não foi

considerado tão importante neste caso, devido ao fato - de 

que o diâmetr o  do halo de in.ibição do isolado T15p foi consi

derado maior que o diâmetro de sua colonia. O outro isolado de T. viride



Figura 2 - T este de antibiose em meio de extrato de malte. 

Esquerda: V. da.hf,i__a.e. (controle). Direita: halo 

de inibição na posição central da placa de Pe

tr i formado por T. vú1.ide. (Tal-1), que cresceu 

durante 48 horas, sobre papel celofane. 

80 
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Figura 3 - Interação de hifas de T�iQhode�ma spp. (coradas de azul 
i n te n s o) e V. d ah.lia e ( cor a d a s d e a z u 1 b r ando) • A) c r e s 
cimento em contato íntimo de T. (.J-6Htdofioningii(TIV) e
lMz (xlOO), (B) idem ao anterior porém, a ponta da hifa 

de TIV enrola-se sobre IM2; a seta mostra o início da 
formação de um gancho (xlOO); �C) crescimento em conta-
to íntimo de T. au./1.eo-vi�ide (Twl 6) e I M3, formação de 
ganchos e rede (abaixo) de hifas (xlOO), formação de 
ganchos por TVI sobre hifas de IMz (xlOO); D) ganchos 
de T�iQhode�ma spp. que se projetam sobre hifas hospe
de i r a s ( x 1 O O) ; E ) e n r o 1 ame n to d e h i f a s d e T. rz. o ni n g ii 
(Tw6), a seta mostra um clamidosporo (x 40); F) enrola 
menta de hifas de T. cr..u.�eo-vi�ide (T218) sobre IM3, ã 
seta mostra parte da hifa de IM3 (x 40). 
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Tal-1, pode ser selecionado devido à sua rapidez em 

colonizar o substrato e também, devido a intensa produção de 

met abó li tos. 

Os outros isolados, os quais apresentaram di� 

tro médio de colania acima da mé�ia, por outro lado, mos

tram ineficiente atividade para produção de metabólitos, co

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

4. 1.3. Interação de hifas de T�iehode�ma spp. e

V. da.hlia.e

Para os estudos de interaç�o entre hifas ·dos dois fun-

gos foram feitas observações microscópicas através de montagens 

de lâminas em culturas pareadas (Figura 3). A Tabela 5 esqu§ 

matiza os tipos de parasitismo que ocorreram entre T�iehode1 

ma. spp. e V. da.hliae. 

O crescimento paralelo de hifas de T�iehode�

ma. spp. e V. dahliae foi relativamente comum para a maio

r i a d o s i s o l a d o s t e s t a d o s • D e s s e c r e s c i me n to, no r ma l m e n t e v e -

rificou-se a formação de estruturas semelhates a ganchos, em 

direção aos feixes de hifas do hospedeiro (Figura 3-BCD). A 

formação de estruturas semelhantes as redes de hifas que cec 

cam os conídios de V. dahlia.e (Figura 3-C) foram comuns a 

m u i to s a n ta g o n i s t a s . A. i n t e n s i v a f r a g me n t a ç ão d.e h i f a s d o 

hospedeiro foi frequentemen te observada. DENNIS &

WEBSTER (1971c) observaram que a vacuolação e lise de hifas 



Tab ela 5 - Estudo sobr e int eração

spp. e V. da.hlia.e.

!solados de T ip o s  

T Jti e. ha d e.Jtm a. 
Enrola- Contato 
mento ínti mo 

Tw6 + + 

Tal- 10 + o 

TH15 o + 

Tal-1 o o 

TV o + 

T218 + + 

Ta 1 -4 o o 

Tw5 o o 

T410 + o 

Tal-9 o + 

Tw16 o + 

TIV* + + 

Isolados de Ti p os 

T Jtic.ho de.Jtma. 
Enrola- Contato 
mento ínti mo 

TtSE + + 

Tw6 o + 

Tal-l o + 

T15P o + 

CNP3llA o + 

Twl6 + + 

TC 11 o + 

CNP17 + o 

Tal-6 o + 

Tal-9 o + 

+ Pr esença de parasi tismo 

O Ausência de parasitismo 

de 

Lise 

+ 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

de 

Lise 

+ 

o 

o 

+ 

o 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

de hifas de Lti e. ho d e.Jtm a. 

Parasitismo ( 1 M3) 

Vacúolos Rede Ganchos 

o o o 

o + o 

b + o 

o o o 

o o o 

o o o 

o + o 

o + o 

o o + 

o o + 

o + + 

o o + 

Parasitismo ( 1 M l ) 

Vacúolos Rede Ganchos 

o o + 

o + + 

o + + 

o + + 

o + + 

+ + + 

o o + 

+ o + 

+ o + 

+ o + 

(*) Isolado T!V, n a  pr esença de hifas de tM2

83 
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ocorre frequentemente devido � produção de antibióticos por 

TJtic.hode..Jtma sp .. Além disto, é possível que o efeito desses 

antibióticos sobre o hospedeiro seja mais acentuado com o 

crescimento paralelo das hifas. Verificou-se também alguns 

enrolamentos de hifas (Figura 3-EF), inclusive enrolamento 

de hifas do antagonista sem a presença do hospedeiro (Figu

ra 3-E). Entretanto, DENNIS & WEBSTER (1971c) relataram que 

o enrolamento de hifas de T�ic.hode..Jtma sp. ocorre apenas em 

razao a uma resposta quimiotróplca 

tato de hifas. 

e não como um casual con 

Desta maneira, é possível que espécies de 

T1tic.hode..1tma obtenham nutrientes das células de seus hospe -

deiros através da ação de seus metaból itos tóxicos e/ou pela 

atividade enzimática. As enzimas hidrolíticas produzidas por 

T1tic.hode..1tma. sp. além de degradar hifas de uma gama de fungos 

patogênicos podem também destruir estruturas de resistência, 

corno esclerócios, que possuem rígidas camadas 

(ELAD e...t a..tii, 1984). 

de melanina 

Este estudo foi desenvolvido em dois substra

tos e em várias épocas. Tanto que o objetivo não foi defini

tivamente efetuar comparações entre diferentes substratos ou 

até mesmo sequenciar em etapas o micoparasitismo. 

foi verificar se ocorre ou não a interferência de 

O objetivo 

hifas de 

V. dah.tiae... Desta forma, sugere-se a 

continuidade deste estudo, padronizando o substrato e se-
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quenciando os passos que levam ao micoparasitismo de hifas e 

em microesclerõcios de V. dahiiae, em microscopia eletrônica. 

De acordo com BOOSALIS (1963) a quantidade e qualidade de nu

trientes são fatores importantes na eficiência dos micoparasl 

tas. 

4. 1.4. Influência de pH e temperatura no crescimento

e na produção de metab61 itos de T�ichodenmaspp. 

Serão discutidos primeiramente, os dados r� 

]ativos ao crescimento de T. vinide (Ta1-1, Tl5P) e de T.

toningii (Tw6 e CNP311A) os quais foram obtidos pelo diâmetro 

médio de colônia, crescendo sobre membrana de celofane em 

meio de extrato de malte. Este meio foi usado nos testes de 

antagonismo e antibiose porque é rico em nutrientes e assim, 

pode suportar o crescimento dos fungos conjuntamente. 

Os resultados deste teste estão na Tabela 3 

do Apêndice e a análise de variância detectou pelo menos um 

contraste significativo entre as temperaturas 

Tl5P; Tw6 e 

(13
°

; 18 ° 
e 23 °0 

CNP311A). A e entre os isolados (Tal-l e 

interação significativo (p ( 0,01) de pH x isolado detectou 

que existe comportamento diferencial em relação a resposta 

ao pH frente aos isolados testados. Também, a interação sig-
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nificativa (p<0,01) de isolado x temperatura detectou compor: 

tamente diferencial de isolados em resposta a diferentes te� 

peraturas, 

Embora o teste tenha sido executado em 5 n, 

. d (13
°

. veis e temperatura 18
°

, 23
°

, 28
° 

e 32
°

c), houve nece§

'd d d 1 • t t ac,·ma de 23° C s I a e e ex e u I r as em p e r a u r a s para as análi-

ses estatísticas porque o isolado Tw6 não apresentou varia

ções no diâmetro médio das colônias em 28
° 

e 32° c, nos três 

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

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

Pelo teste de Tukey (Figura 5-A) verificou-se 

que o isolado Tw6 apresentou o melhor crescimento e CNP311A, 

Tl5P e Tal-l não diferiram estatistic�mente entre si. Quanto 

às temperaturas testadas (Figura 5-8) pode-se observar que, 

à medida que se elevou a temperatura, houve melhoria sig 

nificativa no desempenho dos isolados, sendo 28
°

c. o melhor 

nível para a maioria dos antagonistas (Figura 4). Foi ob-

servado um decréscimo no crescimento na maioria dos isola -

dos em 32
°

c, em todos os pHs testados; embora, Tw6 não tenha 

sido afetado por temperaturas mais altas (Figura 4). O me-

lhor desempenho deste isolado (Tw6), pelas análises estatís

ticas, se deu a 23
°

c e pH 5,5, embora, os níveis de pH 4,5 e 

5,5 não tivessem diferido significativamente entre si. Para 

o isolado CNP3l lA, Tal-l e T15P, não houveram diferenças si�

nificativas em relação aos níveis de pH testados (Figura 5.C).
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T. KONINCII T. VIRIDE
cm,-----------------, 

T15P 
8 

o 
2 
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:z: 9 
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-

Q 
7. 

6 

5 

4 

18 23 28 32 oc 18 

F i g u r a 4 - l n f l u ê n c i a d e t em p e r a t u r a e p H n o rie s e n v o l v i me n 
to e na p roduç�o de metabólitos por T�i� 
c.hode,�ma spp. As partes das colunas vazias indi -
cam os valores médios dos diâmetros dos halos de 
inibiçio e as partes das colunas a�huradas indi
cam os valores médios dos diâmetros da colônia. 
Colunas total mente achuradàs indicam que o diâme 
tro médio do halo foi exatamente igual ao diâme-

tro médio da colônia. 

oc 
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Figura 5 - Teste de influência de p H  e tempe ratura no c rescimento 

e produção de metaból i tos de T. /uin,éng;,;., e T. vú1. ,ide... 

Letras iguais indicam que os c ontrastes de médias 

não foram significativos no nível de 5% de p robabi-

1 idade (6=0,59; 6=0,49; :'.'.\=0,72 e 6=0,72, respecti
vamente). A) Mêd ia dos isoladas; B) Média das tempe

raturas ; C) 1 nteração de pH e i sol ades; O) l nteraç;:;o 

de temperatura e isolados. 
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De modo geral, pode-se observar que os isola

dos de T. vi�ide comportaram-se de maneira semelhante em re-

lação aos pHs e temperaturas testados. Entretanto, o mesmo 

não pode ser dito para os isolados de T. koningii, pois, Tw6 

foi responsável pela significância da interação de isolados 

x temperatura (Figura 5-C). A partir de 18
°

c houve um eleva-

do acréscimo no crescimento deste isolado em relação a 

CNP3l 1A. O mesmo ocorreu em relação ao pH 5,5. A espécie T. 

koningii, segundo Danielson & Davey, citados por PAPAVIZAS 

( 1 9 8 5) , é a m p 1 ame n te d i s t r i b u í d a em â r e as d e c o n d i ç Õ e s c l i m ã-

ticas diversas e a espécie T. vi�ide prevalece em 

temperaturas baixas. 

areas de 

As análises estatísticas referentes ã produção 

de metabôlitos não puderam ser efetuadas para aqueles isola-

dos que não apresentaram variação de dados em alguns tratamen 

tos. Entretanto, a Figura 4 ilustra os resultados através do 

histograma, onde foram agrupados todos os tratamentos. As co

lunas achuradas mostram o crescimento das colônias de T�icho

de�ma spp. e as vazias, mostram o diâmetro do halo de inibi-

ção. Aquelas colunas completamente achuradas, como no caso 

de Tw6 ( 28
° 

e 3 2
°

c) ' . d. d 
-

d b -1 . 1 n I cam que a pro uçao e meta o I tos 

o crescimento das colônias atin•giram o mesmo tamanho. /\quelas colunas 

e 

nas cuais as partes achuradas estão posicionadas no topo das colunas 

significam que a produção de metabôlitos ultrapassou o limite 

do crescimento das colônias. Isto pode ser observado com TlSP 

em todas as temperaturas e pHs testados. 
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As análises estatísticas foram representadas 

na Tabela 4 do Apindice e o teste �e Tukey foi representado 

na Figura 6 em forma de gráfico, para os isolados Tal-1 e 

CNP311A, os quais foram analisados e representados, separad§ 

mente. Para o isolado Tal-1 de T. vi�ide, as análises esta -

tísticas foram efetuadas a partir de 18
°

c porque abaixo des-

te valor, os dados não variaram em nenhum dos níveis de pH. 

Assim, detectou-se para Tal-1, que a interação foi signific§ 

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 várias temperaturas e 

vice-versa. Pode-se observar pela Figura 6-C que Tal-1 apre

sentou uma maior produção de metaból itos quando cresceu a 

28
°

c em pH 4,5. Os extremos de temperatura (18
° 

e 32
°

c) 

foram significativos pelo teste de Tukey (Figura 6-A), e 

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

nao 

Com relação a CNP3 l 1A, a temperatura ó-

tima para produção de metaból i tos foi 28 ° c e o pH 4,5 foi 

o mais eficiente, embora este não tivesse diferido estatisti

camente do r,H 5,5. Não houve interação entre pH x temperatu

ra, como pod� ser observado pela Tabela 4 do Apindice. 

De modo geral, pode-se observar que a temperª 

tura Ótima para crescimento e consequente produção de metabQ 

l i tos foi de 28 º 
e. Estes dados confirmam com os 

encontrados por BOOSAL!S (1963), que relata uma maior efi-
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1 itos de Tal-1 (-_,._) e de CNP311A (-@-) com 6 =0 , 60 

e 6=1,0 4, respectivamente. B) Influência de pH
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ciência de hiperparasitas necrotróficos, nas faixas de temp: 

ratura de 25° a 30 ° C. Entretanto, isolados de T�lchode�ma C§ 

pazes de crescer em temperaturas baixas podem ser efetivos 

na supressão de doenças que são mais severas em baixas temp§ 

ratuas (JOHNSON et a.lll, 1987). V.dahLJ..ae desenvolve-se em 

condições de 12° 
a 30 ° c (BRUEL, 1986). Desta forma, o isola

do Tl5P, o qual mostrou ser o maior produtor de metabólitos 

poderia ser eficiente no controle deste patõgeno, em condi

ções de temperaturas mais amenas. 

Em relação ao pH, sabe-se que V. da.hllae pode 

crescer em uma ampla faixa de solos ácidos e a 1 ca I i nos 

(DUTTA, 1981). Entretanto, T�lehode.�ma spp. mostra uma pref� 

rência para hiperparasitar, produzir metabõl i tos e/ou cres-

cer em condições mais ácidas. Assim, no presente estudo nao 

foram detectadas diferenças marcantes na produção média de 

metaból itos e no crescimento médio dos antagonistas em pHs 

de 6,5; 5,5 e 4,5 (Figura 4). Parece que os efeitos de temp§ 

ratura foram muito mais pronunciados no desempenho 

gonistas do que os efeitos de pH. 

dos ant§ 

4. l.5. Efeito de metabôl itos voláteis no crescimento

de V. da.h.t.lae. 

A análise de variância sobre a influência de 

antibióticos voláteis no crescimento de V. dahllae apresent§ 

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

bilidade. 

Através dos resultados apresentados na Tabela 

6 verificou-se que todos os isolados testados produziram me 

tabólitos voláteis. 

Tabela 6 - Influência de metaból itos voláteis no crescimento 

de V. da.hf,,[a.e,. Dados do diâmetro médio das colô

nias de V. da.hf,,[a.e, (cm). 

Isolados Diâmetro (cm) 1 

Controle 2,70a 

Tw6 1 , 5 O b 

CNP3l lA 1 , 5 3 b 

Tl 5P 1 , 4 5 b 

Tal-1 l , 48 b

Médias de 4 repetições de dados originais. As letras iguais 

indicam que os contrastes não foram significativos pelo 

teste de Tukey a 1% de probabilidade (D.M.S. = 0,779). 

Em contraste com os intensivos estudos so-

bre a produção de antibióticos não voláteis por espécies de 

ThiQhode.hma. (DENN!S & WEBSTER, 1971a; CAMPOROT A, 1985 e ou

tros) poucos trabalhos têm sido conduzidos sobre a produção 

de antibióticos voláteis ( SIMON e_,t a..lii, l 988). 

Isolados de T. v--é/t.-éde e T. /2.oning--é--é foram efi 

cientes produtores de metabôl itos voláteis em meio de cultu

ra contra vários fungos patogênicos (DENNIS & WEBSTER, 1971a). 
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De acordo com estes autores, os antibi6ticos vol�teis atuam 

sobre os fungos suscetíveis através da inibição do seu cre� 

cimento micel ial. Exatamente como foi demonstrado na Tabe

la 6, as colônias de V. dahliae tornaram-se frequentemente 

reduzidas na presença dos isolados de T4ichade4ma. 

Os antagonistas testados aqui mostraram ser 

efetivos produtores tanto d e  metab61 itos voláteis como de 

não voláteis. Entretanto, DENNIS & WEBSTER (197lb)acreditam 

que aqueles isolados que mostram capacidade para produção 

de antibióticos não voláteis nem sempre produzem antibicitl 

cos voláteis. 

Para testar o efeito de metab61 itos voláteis 

de T. vi4ide, BHARAT et alii (1980) colocaram 

spp. para crescer na presença do antagonista, onde a sua 

metodologia foi semelhante à usada aqui. Entretanto, os au-

tores semearam apenas uma colônia de A-0pe4gillu-0 spp. na 

placa testemunha, enquanto que neste ensaio foram semeados 

dois discos de a.m.c. de V. dahliae em cada uma das extre-

midades da placa. Isto para nao incorrer no erro de super-

estimar a ação dos produtos voláteis 1 iberados por T4icha

de4ma spp., onde a presença de apenas um fungo como testemu 

nha pode ser favorecido pela maior disponbi !idade de oxi-

gênio no micro-ambiente em relação aos outros 

com T�ichode4ma e V. dahliae. De acordo com COOK 

tratamentos 

& 

(1983) a competição por nutrientes, espaço e oxigênio 

quentemente ocorre entre fungos. 

BAKER 

fre-
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As substâncias voláteis produzidas podem ser: 

a c e ta 1 d e í d o , n-propano 1 ; p r o p i o na l d e í d o , a cetona e ou t r a s . 

Entretanto, assim como ocorre com a produção de metabôl itos 

não voláteis, isolados de Tn�Qhodenma produzem mais do que 

um metabólito volátil (DENNIS & WEBSTER, 1971a, b). 

4. 1.6. Teste de competição e auto inibição de

isolados de T. kaningii e T. vinide em meio 

de cultura 

Os valores médios de comprimento do raio de 

col5nia de T4iQhodenma spp. estio na Tabela 7, os quais mos

tram que em 48 horas os isolados testados já se confront2 

vam em meio de cultura. Entretanto, em 96 horas de exposição 

observou-se que os isolados de T. vinide (Tal-1, T15P) sem

pre avançavam sobre as col5nias dos isolados de T. koningii. 

Na combinação de CNP311A/Tw6 verificou-se que Tw6 avançou s9 

bre a co15nia de CNP311A. Nenhum dos isolados testados cres

ceu sobre T. vinide, nem mesmo quando Tal-1/TlSP cresceram 

juntos, na mesma placa de Petri. 

Na zona de contato das co15nias provavelmente 

deveria estar ocorrendo algum tipo de micoparasitismo entre 

estes hiperparasitas, pois VAJNA ( 1985b) detectou, através 

de observaç�es microsc6picas, que alguns isolados de TniQho

de�ma hiperparasitavam os outros e que hiperparasitismo mu

tuo também pode ocorrer. 



Tabela 7 - Teste de competição de iso1ados de TfvLc.hodeJLJna spp. em 

meio dé cultura. Medidas de raio da col�nia (cm). 

Tratamentos M edias 
48 horas 96 horas 

A) 

B) 

e) 

D) 

E) 

F) 

G) 

H) 

1 ) 

J ) 

L) 

M) 

N) 

O) 

2 

3 

Ta 1-l (3,15) (3,15) 1 

Tal-l/Tal-1 (2,23)(2,20) ( 2 , 23 ) ( 2 , 2 O) 2

Tw6 (5,90) (5,90) 1 

Tw6/Tw6 (2,10)(2,10) (2,10)(2,10) 2

Tl5P (2,83) (2,83) 1 

Tl5P/Tl5P (2,16)(2,18) (2,16)(2,18) 2

CNP311A (4,13) (4,13) 1 

CNP311A/311A (2,53)(2,25) (2,53) (2,25) 3 

Tal-1/T15P (2,30)(2,15) (2,30) (2,35) 1 

Tw6/Ta H (2,55) (1 ,30) (2,56) (3,65) 3

T15P/CNP311A (l,60)(2,63) (2,83) (2,75) 3

CNP311A/Tal-1 (2,53)(2,10) (2,65) (3,56) 3 

CNP31 IA/Tw6 (1,80)(1,48) (1,95) (2,63 3 

Tw6/T15P (3,23)(1,18) (3 ,30) (3 ,30) 3

Valores médios da testemunha com apenas um i solado/placa, 

em 4 repeti ções. 

Valores médios da testemunha com dois isolados/p laca, em 

4 repeti ções. 

Valores médios dos tratamentos combinados um a um. O va

lor que antecede a barra corresponde ao raio de cresci -

menta do primeiro isolado e, o valor posterior a bar -

ra corresponde ao raio de crescimento do segundo isolado 

dentro da mesma placa, em 4 repetições. 
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Assim, como o objetivo deste teste foi ava-

liar a melhor combinação de isolados para posterior emprego 

em testes in vivo, escolheram-se as combinaç�es de T. vitr..ide.., 

as quais cresceram tão bem quanto suas respectivas testemu -

nhas (Tal-l/Tal-1 e T15P/T15P). 

No ensaio de auto-inibição por metabõl itos que 

é a complementação do teste de competição,a análise de va-

riancia detectou pelo menos um contraste significativo (Tab� 

la 6 do Apêndice) entre os pares de isolados testados, ao nJ. 

vel de 1% de probabi 1 idade. 

A Tabela 8 mostra que ocorreu uma inibição de 

crescimento quando os isolados foram expostos aos seus pro

prios metabôl itos em relação à testemunha. 

O isolado CNP311A, além de ser inibido por 

seus metabô li tos (CNP311 A/CNP3 l l A), foi também inibi do po-

-

rem, mais fortemente por TlSP, Tal-! e, principalmente, por 

Tw6. 

Para o isolado Tw6, o teste de Tukey (p..::0,05) 

detectou diferenças significativas entre todos os contrastes 

quando comparados com a testemunha. No entanto, os meta bó l i -

tos produzidos pelo próprio Tw6 e também, por CNP311A propor 

cionaram o mesmo diâmetro médio de colônia em Tw6. O mesmo 

não ocorreu com Tal-1 e T15P pois, Tw6 foi fortemente inibi 

do pelos metabó1itos liberados por estes isolados de T. vi_tr..i 

de... 
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Tabela 8 - Teste de auto inibição por metaból itos de T.

Roningii e T. vi�ide. 

Tratamentos 
Médias 1 

Metaból i tos Colônia 

*O Tw6 9,00 a 

o CNP311A 6,68 b 

o Ta J, -1 6,43 bc 

Tw6 Tw6 6,08 bc 

o T15P 5,90 bcd 

CNP3 l 1A Tw6 5,36 bcde 

CNP311A CNP311A 5,28 cde 

CNP3 l 1A Tal-l 5, 21 cde 

Tal -1 Tal -1 5,09 def 

Ta 1 -1 T15P 4,69 defg 

CNP311A T15P 4,54 ef g h 

TlSP TlSP 3,76 fgh 

T15P Ta 1 -l 3, 7 4 f g h 

Ta 1 "." l Tw6 3,34 g h i 

Tw6 TlSP 3,08 h i 

TlSP CNP311A 3,04 hi 

Tal -1 CNP3llA 2 ,6-9 hij 

Tw6 Ta 1 -1 2,65 i j 

TlSP Tw6 2, O l i j 

Tw6 CNP311A 1 , 6 6 i j 

Valores médios de 4 repetições obtidos através do diâme

tro médio da col5nia de T�iQhode�ma spp. 

letras iguais indicam que os contrastes de médias nao 

foram significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabl 

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

* O zero (O) significa que o isolado cresceu sem nenhum me
tabôl ito presente no meio (testemunha).
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Quanto aos isolados de T. koningii uma redução 

mais dr�stica no diimetro midio de colônias ocorreu quando 

o isolado Tw6 for exposto aos metaból itos produzidos por 

CNP3l 1A do que quando ocorreu- o inverso; embora no teste de 

competição (Tabela 7) o isolado Tw6 tivesse avançado 

a colônia de CNP31 IA, após 96 horas de crescimento. 

sobre 

Em relação aos isolados de T. vi�ide., o teste 

de Tukey detectou diferenças significativas em quase todos os 

tratamentos (exceto na presença de metaból i tos de CNP311A), 

quando comparados com a testemunha, no tocante a redução do 

crescimento de Tal-I. inclusive na presença de metaból itos 

produzidos por TlSP. Quanto a este último, observou-se que 

houve uma redução no seu crescimento quando cresceu sobre 

seus próprios metabólitos, pelo teste de Tukey (p<0,05). En

tretanto, o isolado T15P não diferiu da sua testemunha quan

do cresceu sobre os metaból i tos de Tal-T e CNP311A. Desta 

maneira, pode-se concluir que os metaból itos produzidos por 

T15P parecem ser mais potentes que os produzidos por Tal-!. 

Constatou-se pelo teste de competição (Tabela 7) 

que não ocorreu crescimento de colônias de Tal-1 sobre T15P 

e vice-versa. Assim, a melhor combinação de antagonistas pa

ra emprego nos testes in vivo foi dos isolados Tal-l/Tl5P de 

T. vi�ide..



4.2. Experimento 11 

4.2.1. Teste de antagonismo 1: Infestação do solo 

com V. dahliae anterior a T�iehode�ma spp. 

-1 OQ

Os resultados e análises estatísticas pelo 

teste do qu i-quadrado (x 2 ), estao representados na Ta bel a 9. 

Pa r a t a n t o f o r a m e f e t u· a d a s comparações entre cada tratamen-

to (patógeno + antagonista) e o controle (patógenciJ através 

de tabelas de contingência 2x2. 

O isolado IM1 de V. dahliae mostrou ser mais

patogênico que !M3 em r.elação ao híbrido FlOO e a RVIII. De§

ta maneira, não houve eficiência de nenhum dos antagonistas 

testados quando o isolado IM
1 

estava presente. Inclusive, em 

RVI 11, observou-se que em todos os tratamentos com os fungos 

antagonistas ocorreu um número maior de plantas doentes do 

que em relação ao controle. Entretanto, o teste do qui-qua

drado (x 2 ) nao detectou diferenças significativas entre es

ses tratamentos (p<0,05). Situaç�es semelhantes ocorreram 

nos tratamentos envolvendo RVIII e tM3. Entretanto, a inci

dência de doença, neste caso, foi relativamente reduzida. 

Por outro lado, Tal-! foi capaz de reduzir a incidência da 

doença quando o isolado 1M3 estava presente no solo e o hos

pedeiro testado foi o híbrido FlOO. A Figura 7 ilustra a v� 

riação que ocorreu na quantidade da doença em relação aos 

hospedeiros testados quando infestou-se o solo com I M1 e I M3.

A capacidade de agentes de biocontrole serem 

efetivos no controle de doenças de plantas pode estar I imi-
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Tabela 9 - Valores e significância do teste do qui-quadrado 

(X 2) relativo ao teste de antagonismo (1) In

festação do solo com V. dahllae anterior a T�lQho 

d e�m a s p p . · D a d os em por c e n ta g em d e p 1 antas d o e n -

tes. Piracicaba, SP. 1988. 

% de plantas doentes 1 

Tratamentos FlOO RV I f l 

IM] IM3 1 M J fM3

Controle 93,0 75,0 77,0 1 3 , O 

CNP311A 93,ons 4o,ons 9 2,ons 1 3, O n s 

T15P 93,ons 47,ons 97,ons 6,ons 

Tw6 87,ons 69,ons 87,ons 25,ons 

Tal-1 87,ons 32,0* 93,ons 25,ons 

1 Valores percentuais de 4 repetições. 

ns: não significativos a 5% de probabi 1 idade pelo teste 
x 2, com GL = 1 

*· significativo a 1% de probabilidade 

do 
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Figura 7 - Infestação do solo com V. dahliae anterior a 

Trichoderma spp. As colunas vazias mostram a 

quantidade de doença obtida com o isolado 

IM3 e, as colunas achuradas representam a 

quantidade de doença total obtida com o iso

lado IM1. Os isolados de Trichoderma spp. 

(Tal-!, Tw6, CNP311A  e T15P) e o controle e� 

tão representados acima das colunas; os ti

pos de plantas de berinjela (Fl00 e RVI 11) 

abaixo. 
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tado a vários fatores, tais como: sobrevivência no solo e na 

rizosfera, pH, temperatura, agressividade do patógeno, sus-

cetibilidade do hospedeiro, umidade, qualidade da base alime!} 

tar, entre outros. De acordo com NELSON e_,t a.f..-í_i (1988) a ca

pacidade de isolados de T1tic..hade_1tma. produzirem enzimas S-1,3-

glucanase, celulase e quitinase pode ser estimulada quando 

eles crescem sobre substratos adequados. Além do mais, o grau 

de decomposição do substrato ê significativamente importante 

no desempenho do antagonista (NELSON e_,t a.f..Ll, 1983). De a cor 

do com o autor, T1tic..hade_1tma. sp., de modo geral, mostra pref� 

rência para desenvolver-se em substratos mais decompostos. 

Desta maneira, o substrato empregado neste estudo, tratou-se 

de bagacilho de cana-de-açúcar, já em um grau avançado de 

decomposição. 

Os 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 não foi bem 

sucedido. A temperatura média (24° c) durante o período pelo 

qual o ensaio foi instalado favoreceu ao antagonistas, pois 

de acordo com JOHNSON e.t a.f..ii ( 1987), T. vi1tide_ e T. l?.onin.gii 

crescem bem em temperaturas baixas, embora a faixa ótima de 

crescimento seja de 25 ° a 30 ° c (BOOSALlS, 1963). Além do 

mais, o teste de influência de pH e temperatura (Figura 4)

mostrou que a partir de 13
°

c a maioria dos antagonistas 

crescer razoavelmente. Entretanto, V. da.hLi,a.e_ parece 

mais favorecido em temperaturas mais amenas propiciando 

pode 

ser 

um 



aumento na severidade da doença. Este provavelmente, 

ser um fator que contribuiu 

trole. Além do mais o 

para a 

fato de 

ineficiência 

se infestar o

pode 

do bio 

solo 

com o patógeno e uma forma de expor drasticamente os te

cidos da planta hospedeira ao patógeno, pois, com o trans

plante das mudas, partes de pelos radiculares e raízes se-

cundárias sao rompidas. Desta maneira, a penetração do patg 

geno pode ser favorecida pela ausência de barreiras físicas 

no hospedeiro. 

Além destes fatores citados acima como provê 

veis responsáveis pela ineficiência dos agentes de biocon -

trole, a qualidade da base alimentar tem grande influência entre 

eles, pois apesar do grau avançado de decomposição do baga-

cilho, o qual favorece os fungos antagonistas, este pode 

não ter sido suficientemente adequado para a produção de 

enzimas 1 íticas pelo micoparatistas. Conforme AKHTAR (1977), 

bagaço de cana ê pobre em nitrogênio, embora, rico em car-

boidratos, não suportando a atividade antagonista de T. v�

Jtide tão bem como outros tipos de substratos. Em contrapar-

tida TOKESH I e.,t afLi__ ( l 980) . e M E LO ( 1 9 8 4 ) o b t i v e ran b o n s

níveis de controle de doenças através do uso de torta de 

filtro 01 iver, como substrato para crescimento de T1tic..hode.1t 

ma s p p •• 

Os resultados e análises de variância do en-

saio sobre sobrevivência de T1tic..hode.1tma spp. na rizosfera 

estão na Tabe 1 a 11. O teste F (Tabela 9 do Apêndice) nao 
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detectou contrastes significativos em relação a nenhum dos 

tratamentos, embora os antagonistas tivessem sido capazes de 

sob�eviver tanto na rizosfera do hfbrido F100 como de RVI l l. 

4.2.2. Teste de antagonismo 11 - Infestação do solo 

com V. da.hlia.e posterior à infestação com 

T1tic.hade.1tma. s PP. 

Pode-se observar pela Tabela 10 e Figura 8 

que a incidência da doença nesse ensaio foi menor que a do 

ensaio anterior, como ilustra a Figura 7. Provavelmente, is

to pode ter ocorrido devido as modificações na metodologia 

d e i no cu 1 a ç ão . T r a to u -s e e n t r e t a n to , d e um a s i t u ação a q ua 1 

normalmente, não ocorre na n atureza, pois as :covas foram infesta 

das com V. da.hlia.e. apos o transplante das mudas. Em condições 

naturais, as mudas são transplantadas para o campo, e o ino

culo já se encontra presente no local de plantio. 

Entretanto, como os nfveis de controle foram 

baixos no primeiro ensaio, alguns pontos foram questionados 

como por exemplo: a infestação do solo com o p_atogeno anteriormente 

favorece o antagonrsmo devido aos danos causados nas raízes 

e exposição de tecidos no momento do transplante das mudas 

favorecendo assim, a penetração do patógeno. PERRY & EVERT 

(1983) verificaram que a germinação dos propâgulos do fungo 

no solo ocorreu apôs 2 dias da infestação. Desta maneira, 

se o mesmo ocorre na rizosfera de berinjela, possivelmente, 

os danos causados pelo patôgeno seriam elevados, mesmo na 
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Tabela 10 - Valores e sign ificâ n cias do teste do qui-quadrª 

do (x 2 ) relativo ao teste de an tagonismo (li):

Tratamentos 

Tw6 

Tal-1 

CNP3l lA 

Tl5P 

Con trole 

J nfestação do solo com V. dahiiae posterior a 

T�iQhode�ma spp. Dados em porcen tagem de plan 

tas doen tes. Piracicaba, SP . 1988. 

% de plan tas doen tes 

F l 00 RV-1 1 1 

1 M l IM3 1 M l IM3 

45,o n s 15,o ns 30,o ns 5,o ns

50,o n s 35,o n s 40, O 
* 

1 5 'o ns

4o,o n s 45,0 25,o n s 25,o ns

30,o ns 55,0 20,o n s 5,o ns

35,0 l 5, O 5,0 5, O 

1 Valores percen tuais de 5 repetições.

ns: nao sig nificativo a 5% de probabi I idade pelo teste de X ' 

com GL-1. 



107 

Trichoderma spp V. dahZiae
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Figura 8 - Infestação do solo com V. dahlia e  posterior a 

Trichoderma spp. As colunas vazias mostram a 

quantidade de doença obtida com o isolado IM3
e, as colunas achuradas representam a quanti

dade de doença total obtida com o isolado IM]· 

Os isolados de Trichoderma spp. (Tal-1; Tw6; 

CNP3llA e Tl5P) e o controle estão represent2 

dos acima das colunas; os tipos de plantas de 

berinjela (FlOO e RV! l l) abaixo. 



l U8

presença de antagonistas. Inclusive, explorando uma base ali 

mentar que poderia não estar favorecendo a produção de enzi-

mas lfticas e/ou antibi6ticos, como a usada no caso. 

aspecto também questionado foi a respeito dos isolados 

Outro 

e e� 

pécies de T4lchode4ma selecionados através dos testes in vi-

O teste d o q u i -quadra d o ( x 2 ) f o i f e i to a t r a vês 

de comparaçao do número total de plantas doentes em cada tr9 

tamente (GL=l). A Tabela 10 e Figura 8 expressam os valores 

de porcentagens totais de plantas doentes. Assim, o teste do 

x 2 (p<0,05) detect0u diferenças significativas entre o con-

trole e T4lchode4ma spp. em dois casos: quando CNP311 e T15P 

foram testados contra IM
3

, com o hospedeiro FIOO e o outro, 

quando Tal-1 foi testado com IM1 em RVI 11.

O tratamento qufmico usado foi eficiente no 

controle da doença, pois apenas uma planta apresentou sinto

ma de murcha verticilar. 

nao pode 

O insucesso do 

ser atribuído 

biocontrole neste 

a ausência de 

nistas no solo, pois conforme a Tabela 9 do Apêndice, 

en_sa i o 

todos 

os isolados foram capazes de sobreviver na rizosfera de plaD 

tas, independente das cultivares utilizadas. O isolado Tal-1 

apresentou a maior média (teste de Tukey, p-<0,05) embora não 

se conhecesse o número inicial de prop�gulos de T4ichode4ma 

spp. (Tabela ll). 
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Tabela 1 l - Sobrevivência de T. koningii e T. vi�id� na 

rizosfera de berinjela, após 30 e 47 dias, 

respectivamente. 

Isolados Ensaio Ensaio l 1
1 

Tal 286 a 254 a 

Tl5P l 85 a 245 ab 

CNP311A 248 a 199 ab 

Tw6 256 a l O l b 

Dados orignais de contagem do numero de colôni2s na di

luição de 10 - 3 

conídios/ml. 

Valores médios seguidas da mesma letra nao diferem entre 

si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabi 1 idade 

com D.M.S. = 0,141 e D.M.S. = 0,216, respectivamente. 



4.2.3. Teste de antagonismo Ili: infestação simultâ

nea do solo com V .. da.h1.,i..a,e, e T1r..i..c.hode,1tma spp. 

Os resultados obtidos neste ensaio mostraram 

diferenças marcantes entre os tratamentos, fato este que nao 

justificou aplicar análises estatísticas para discriminar os 

respectivos tratamentos; al;m de que muitos destes assumiram 

valor zero (O), por não ter ocorrido doença. Aqueles trata -

mentas pelos quais as plantas não puderam ser infectadas por 

V. da.hLi.,a.e, (IM1), pois os antagonistas foram eficientes no

ex t e r m í n i o d o p a t ó g e no f o r a m : e N P 1 7 e íC 1 1 ( T. h cu1. z ia.num ) ; 

Tal-1 e Tl5P (T. vi1tide,) e CNP3l 1A (T.Qoningii). Entretanto, 

o isolado Tw6 foi eficiente apenas quando RVI 11 foi o hospe-

deiro. Pela Figura 9 pode-se observar que Tw6 nao foi 

extermínio de tM1, pois 26% das plantas

foram infectadas. Este isolado mostrou instabilidade metabó-

eficiente no 

1 l O 

1 ica nos testes de antibiose, pois algumas horas após as avª 

1 lações do halo de inibição, ocorria o desenvolvimento de 

colônias do patõgeno. Entretanto, essa instabilidade persis

t!u mesmo com a produção constante de metaból itos e isto po

de ser claramente demonstrado quando a planta suscetível foi 

usada como hospedeira. 

Este ensaio definitivamente simula o controle 

biológico da murcha verticilar em condições naturais, entre

tanto, pode-se verificar que se os antagonistas foram sufi

cientemente capazes de reduzir a fonte de inôculo no solo e 

a cultivar apresentar um certo grau de resistência ao patÕg§ 
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no, possivelmente o controle biológico sera bem sucedido. 

Ademais, pode-se observar pela Figura 9 que 

em relação i testemunha RVI 11, o tratamento híbrido FIOO + 

Tw6 foi mais eficiente no sentido de reduzir o ataque por 

V. da.hLla. e..

Os antagonistas aqui testados foram aqueles 

que produziram o maior diimetro médio de halo. Entretanto, 

aqueles antagonistas que não produziram ou produziram pouco 

poderiam também ser testados para verificar se apenas o parª 

sitismo de hifas é suficiente para exterminar V. da.hlia.e.. 

4.3. Experimento 111 

4.3. 1. Influência de T. vl�ide e T. �oningii na ger

minação de sementes e no desenvolvimento de 

plantas 

O ensaio conforme consta na Tabela 12 foi anê 

l i sado p e I o teste d o q u i -quadra d o ( x 2) através de tabelas

de contingência 2x2, onde foram comparados todos os tratamen 

tos com o controle e entre si. 

Os resulrados obtidos em solo autoclavado e 

solo natural foram analisados separadamente. 

Em so.l o autoc 1 avado, considerando -

se o híbrido FlOO, o teste do x 2 não detectou diferenças sig 

nificativas para as sementes tratadas com os isola-
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Tabela 12 - Valores e significâncias do teste do qui-quadrado (x2 ) relativo
ao teste de influência de i so 1 ados de T. fw nJ..ngü e T. v,ÚÚde, na 
germinação de sementes. Dados em contagem de sementes germinadas. 
Piracicaba, SP. 1988. 

- SOLO AUTOCLAVADO - FlOO -

e Tw6 T15P Tal-1 T15P/Tal-1 CNP311A 

Tratamentos Médias 118 109 33 98 81 114 

e 118 ns ** ns ** ns 
Tw6 109· '** * ** ns 
Tl 5P 33 ** ** ** 

Tal-! 98 * ** 

T15P /Ta 1-l 81 ** 

CNP3 l 1A 114 

y - SOLO AUTOCLAVADO - RVI 11 -

e Tw6 TlSP Tal-1 Tl5P/Ta1-l CNP311A 

Tratamentos Médias 40 39 21 16 29 44 

e 40 ns ** ** ns ns 
Tw6 39 ** ** ns ns 
Tl 5P 21 ns ns ** 

Tal-1 16 * ** 

Tl5P/Tal-1 29 * 

CNP3 l la 44 

li - SOLO NATURAL - FlOO -

e Tw6 Tl 5P Tal-1 Tl5P/Tal-l CNP311 A 

Tratamentos Médias 13 92 113 118 98 101 

e 13 ** ** ** ** ** 

Tw6 92 ** ** ns ns 
Tl5P 113 ns ** * 

Tal-1 118 ** ** 

T15P/Tal-l 98 ns 
CNP3 l IA l 01

4/ - SOLO NATURAL - RVI 11 -

e Tw6 T15P Tal-1 T15P/Ta1-1 CNP3 l 1 A 

Tratamentos Médias 13 37 18 46 37 39 

e 13 ** ns ** ** ** 

Tw6 17 ** ns ns ns 
T15P 18 ** ** ** 

Tal-1 46 ns ns 
Tl5P/Tal-1 37 ns 
CNP311A 39 
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dos Tw6, Tal-1 e CNP311A quando comparadas com o controle. En

tretanto, o isolado Tl5P e a mistura de T. vÁ.Jtide.. (Tal-l/Tl5P) 

reduziram a germinação de FlQQ.

Quando os tratamentos foram comparados en-

tre si pode-se observar, que os isolados Tw6 e

C N P 3 l l A ( T. lw ni ng ii) na o d i f e r i r a m e n t r e s i , ma s q u e T w 6 f o i 

significativamente superior (p<0,01) a Tl5P, a mistura e tam-

bém, a Tal-1 (p<0,05). 

Em geral, os isolados de T. fwningii fo

ram significativamente superiores aos isolados de T. vinide.., 

embora estes primeiros nao tenham diferido do controle (Tab� 

la l 2. l) . 

Em relação a germinação de sementes da culti 

var RVI 11, o teste do x 2 não detectou diferenças significati -

vas entre o controle e os tratamentos com Tw6, CNP3l lA e a mi� 

tura. Entretanto, T15P e Tal-1, ao contrário da sua mistura, 

foram significativamente inferiores ao controle, mostrando mais 

uma vez a influência negativa de T. vinide.. na germinação de S§ 

mentes. Quando os tratamentos Tw6 e CNP311A foram comparados 

entre si, as diferenças presentes não foram significativas. 

Também, o isolado T15P não diferiu estatisticamente 

e da mistura. Entretanto, Tal-l foi estatisticamente 

a mistura (p<0,05). 

Em geral, T. vi�ide e T. toningii nao 

de Tal-] 

superior 

favorec� 

ram a germinação das sementes em solo autoclavado (Figura 10 C-0). 

Um dos fatores responsáveis pode ter sido devido ao aumento do número 

de propágulos no solo, formando uma densa massa de micélio e 
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conídios, dificultando assim a emergência das plântulas. Pode

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

da semeadura, verificou-se que o índice de sobrevivência de 

Tal-1 e T15P teve um forte acréscimo. Entretanto, nesta fase 

os outros isolados, os quais desenvolvem-se mais 

já se encontravam em decl Ínio no solo. 

rapidamente, 

Em solo natural, foi observada uma melhoria 

na germinação de FlOO e RV! 1 l em relação ao controle, 

quando RVIII foi tratada com T15P. (Figura 10 A.8). 

exceto 

Os isolados de T. koningii não diferiram es

tatisticamente entre si, pois ambos fav-oreceram a germinação 

d as sem e n te s , tanto p a r a o h í b r i d o F l O O como p a r a R V 1 1 1 . O i s o

i a d o Tal-1 foi superior em promover a germinação, a todos os 

demais, embora, pelo teste do x 2 as diferenças entre eles

tenham sido significativas. (Tabela 1 2 .3). O genótipo da planta 

nao 

deve 

ser também considerado, pois Tl5P mostrou-se sempre incompatí

vel com RVIII (Tabela 1 2 .3.4). 

CNP311A, 

Em geral, 

Tal-1/TlSP 

a germinação de RVI 11, e 

pode-se 

(mistura) 

todos 

concluir que Tw6, 

e Tal -1 estimularam 

os antagonistas testa -

dos favoreceram a germinação de FlOO em solo natural. A mis-

tura de isolados de T. vi�ide não correspondeu às expectativas 

pois, na maioria das vezes, Ta1-1 foi superior quando testado 

separadamente. No controle, o crescimento de organismos patog§ 

nicas foi favorecido pela adição do substrato apenas esterili

zado. 
De acordo com WINDHAM e� alii (1986) T.ha�zia 

num e T. rwf1,{ng,{i aumentaram significativamente a emergência 
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de plântulas de tomateiro, f umo e rabanete tanto em condi -

ções axênicas como em condições gnotobióticas ( rabanete ). 

Neste caso, os agentes de biocontrole puderam 

contribuir para a eficiência na germinação, predominantemente, 

devido ao controle de patõgenos menores. 

Além disto, esses agentes de biocontrole foram 

capazes de favorecer o crescimento de FlOO Ei RVI 11. Os result9 

dos deste experimento e respectivas médias constam da Tabela 13. 

O delineamento em blocos ao a caso, arranjado em parcelas subdl 

vididas (Tabelas 7 e 8 do Apêndice) foi analisado em fatorial 

para os tratamentos em solo a utoclavado porque os quadrados mê 

d ias dos resíduos da s ub parcela tantc para altura de plantas corno 

matéria seca foram menores e ig uais, respectivamente, aos quadr9 

dos médios dos resíd uos das parcelas ( PIMENTEL GOMES, 1981).

Tabela 1 3  - Valores m édios do Experimento ltl - Influência 

de T. k.on,i.ng.U, e T. vJ..Jt.J..de. no desenv ol vimento de 

plantas em solo autoclavado e em solo natural. 

Peso matéria seca(g) A 1 tura (cm) 
Isolados Solo Solo Solo Solo 

au toe 1 av ado natural autoclavado natural 

Tw6 2, 1 4 a 2, 7 3 a 33,24 a 37,41 a 

CNP311A 1 , 5 6 ab 2, 6 5 a 29,72 ab 36,72 ab 

T l 5P l , 2 9 bc 1 , 9 5 b 24, 9 3 b 3 5, 3 l bc 

Ta 1-1 1 , 1 9 bc 1, 82 b 26,47 b 34,99 bc 

Controle 1 , l 3 bc 1 , 23 e 27,85 b 26, 6 5 d 

Tal-1/T 1 5P O, 93 c 2, 1 4 b 26,75 b 34,99 e 

M é d i a s se g u i d a s d a mesma 1 e t r a na o d i f e r em e n t r e s i p e 1 o 

teste de Tukey a 5% de probab i l idade (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 análises de variância foram efetuadas ape-

nas em 5 repetições (Tabelas 7 e 8 do ApêndiceJ porque a 

germinação das sementes na testemunha foi ineficiente em 

solo natural, sendo necessária a eliminação de um bloco (re

petição). 

A análise de variância da Tabela 7 do Apêndice 

detectou pelo menos um contraste significativo entre os 

isolados de T�ichod��ma spp. testados quanto â altura de 

plantas (p < 0,05) e peso seco (p<0,01) em solo autoclavado. 

Não houve comportamento diferencial de isolados em relação a 

cultivar testada, tanto para altura como peso de matéria se

ca. O teste de Tukey detectou que apenas Tw6 diferiu es

tatisticamente do controle em relação ã altura e peso seco. 

A análise de variância para o experimento rea

lizado em solo natural encontra-se na Tabela 8 do Apêndice, 

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. Não houve comportamento dife

rencial de isolados quanto ao tipo de planta testado. Pelo 

te s te d e Tu k e y ( p <.. O , O 5) to d os os t r a ta rn e n tos d i f e r i r a m d o co!J 

trole para altura e peso seco de plantas. Os isolados de T.fwni.n-
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gii foram superiores em relação aos demais. Pode-se veri-

ficar que as plantas cresceram melhor em solo natural do que 

em solo autoclavado. Provavelmente, deve ter ocorrido uma 

interação benéfica entre Tnichodenma spp. e a microflora exis 

tente nesse solo. 

Os isolados de T. Qoningii, especialmente 

Tw6, apresentaram os melhores resultados quanto à resposta 

ao ganho no crescimento de plantas induzido por agentes de 

biocontrole nos dois tipos de solo testados. Tnichodenma spp. 

produz um fator de crescimento que aumenta a taxa de germinê 

ção de sementes e o crescimento de plantas (WINDHAM e� alii, 

1 98 6) 

A mistura de isolados de T. vinide (Tal-1/ 

TlSP) nao diferiu de Tal-1 e T15P, para altura de planta e 

peso seco em nenhum dos ensaios. Contudo, pelos resultados 

apresentados na Tabela 14, até o 210� dia, ainda foi possível 

recuperar os dois isolados de T. vinide, embora o numero de 

colônias de Tl SP foi menor d o que Ta 1 -1 • Em s o l o auto -

clavado, T. vinide não teve influência no desenvolvimento de 

plantas. Entretanto, em solo natural houve um acréscimo no 

desenvolvimento de plantas tratadas com T. vinide. 

Os isolados de T. hanzianum avaliados e sele-

cionados pelos testes de antibiose não foram s� 

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 

(1986) e WHINDHAM et alii (1986) obtiveram sucesso com o seu 

uso. Além do mais, T. ha�zianum apresentou bons resu 1 t{! 

dos no controle da murcha verticilar em condições de casa de 

vegetação e de campo. 

4.4. Experimento IV 

4.4. 1. Sobrevivência de T. koningii e T. vi�ide 

no solo 

Os resultados foram apresentados na Tabela 14 

através da porcentagem de sobrevivência de propâgulos dos 

antagonistas no solo. 

Desta maneira, a porcentagem de sobrevivência 

foi encontrada através da relação entre o número de colônias 

detectadjs no primeiro dia e o número de colônias detectadas 

em l O , 3 7 , 7 9 e 2 1 O d i as . Observou-se uma diminuição acentu9 

da na sobrevivência de T. koning..{,é especialmente para o

isolado Tw6 !los primeiros 10 àias após êl infestacão do solo 

nos dois tipos de solo estudados. Entretanto, esta concentração de 

inóculo foi suficiente para controlar patôgenos menores no 

solo e aumentar a emergência de plantas, conforme ilustra a 

Figura 10. Os isolados de T. vL'1..ide, nesta fase (10 dias) au

mentaram sobremaneira o número de propâgulos, es pecialmente, 

o isolado T15P, com 1639% em relação ao número original de 

propãgulos. Provavelmente, a grande densidade de inóculo 

favoreceu a emergência de plantas quando as sementes 

nao 

foram 



Tabela 14 - Sobrevivência de T. koningii e T. vinide após 210  dias no solo. Valores médios 

porcentagem de sobrevivência no solo 

Dias 

Isolados 1 

Tw6 100 

T15P l 00

Tal -1 100 

Tal- T 1 5P l 00

CNP311A l 00

SOLO AUTOCLAVADO 
-- . 

SOLO NATURAL 
---·-

D i 1 ui cão 1 Q""4
UNIDADES FORMADO�f.\S D E  COLON IA/q IH SOLO 

10-3* · Diluir.ão 10-5
l O 37 79 145 210 210 l 1 O 37 79 145 

26,5 1, 1 O 0,55 9,37 l ,93 83,0 l 00 2,29 0,0 l, 63 0,0 

1639,3 175, O 7, 14 3,57 3,57 72,0 100 67,31 80, 77 13, 46 113 ,46 

l 07, 2 4,8 2,8 l ,60 0,0 71,0 100 36, 19 l, 90 19,05 0,0 

47,5 20,9 9,39 l ,93 4 ,25 61, o l 00 38,78 14, 29 2,04 9,8 

65,3 79,9 17,60 0,0 0,5 37,0 100 15,47 1 ,80 2, l 6 o ,35

210 

0,32 

0,0 

O ,32 

0,0 

0,0 

em 

i to-:-3 

210 

13, O 

49,0 

40,0 

46,o 

17,0 

* Valores médios referentes a di luição em série na concentração l0-3 
correspondem aos d ados originais

de contagens do nGmero de col6nias em meio de Martin modificado para Tnichodenma sp.(HOMECHIN, 1987),
em 4 repetições.

N 
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tratadas com T15P, em solo autoclavado. No entanto, em solo 

natural este isolado que apresentou percentuais mais baixos 

de unidades formadoras de colônias/g de solo foi o mais efi

ciente na emergência de plântulas. 

reduzidas 

No geral, as populações foram substancialmente 

porem, o isolado Tw6 que apresentou os mais baixos 

percentuais de sobrevivência do ensaio, por outro lado, al -

cançou resultados mais positivos em termos de melhoria na ger 

minação de sementes e no vigor das plântulas de berinjela. 

Conforme PAPAVlZAS (1985), as espécies de 

T�iehode�ma podem sobreviver em muitos nichos ecol6gicos de

pendendo das condições predominantes e do potencial genético 

do organismo. 

4.5. Experimento V 

4.5.1. Bioensaio em condições de campo 

Os isolados de Tniehode�ma spp. empregados 

neste estudo foram eficientes na redução do in6culo de V. 

da.hliae, apos 109 dias. A quantidade de doença foi de 5% 

(CNPl7), 8% (CNP311A) e 13?6 (T15P) de acordo com a Figura l. 

Para que o biocontrole de pat6genos seja bem 

sucedido torna-se necessário o favorecimento do antagonis-

ta através de vários fatores: substrato adequado 

desenvolvimento e ativação da produção de enzimas 

para o

líticas 
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e/ou antibióticos, temperatura e pH, quantidade e idade do 

inóculo, modo de inoculação e genótipo do organismo. 

Os isolados de Thic.hode,hma. testados foram 

superiores genotipicamenté no tocante ao crescimento e 

produção de antibióticos em vários níveis de temperatura com 

exceção de isolado CNP17 (T.ha.hzia.num) que não foi empregado 

no teste anterior (item 4.1. 4) . JOHNSON e,;t a.L[i(l987)relataram 

que T. ha.hzia.num possui boa adaptação em regiões de clima 

quente. Os isolados CNP311A (T. koningii) e Tl5P (T.vihide,) 

apresentaram bons resultados em temperaturas baixas ( 13 e 18°c). 

Já que este ensaio foi instalado no inverno (julho) e deve

ria estender-se ati a frutificação (dezembro) fez-se necess� 

rio estudar o desempenho desses isolados em urna ampla faixa 

de temperatura, sendo de 13 a 32 ° c. t conhecido que a inci-

dência da murcha verticilar em berinjela e m�is acentuada 

em temperaturas amenas, podendo estender tambim em teMperaty 

ras mais altas. Os isolados de T�ic.hodehma. testados foram 

capazes de crescer na mesma faixa de temperatura de V. da.h

lia.e,, conforme foi descrito anteriormente. 

Em geral, os efeitos de pH foram mais pronun

ciados na produção de metaból itos do que no desenvolvimento 

das colônias. De acordo com CHET & BAKER (1981), 

TAYLOR (1988), a germinação de propágulos de 

spp. e mais favorecida em condições ácidas 

Quanto a V. dahlia.e, DUTTA (1981b) 

HARMAN &

Thic.hode,�ma. 

observou 

que, em condições de laboratório a faixa de crescimento foi 
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de pH 3,5 a 10,5. Entretanto o pH 5,5 proporcionou o 

crescimento. Por outro lado, a severidade da murcha foi 

em solo alcalino. 

1-25

melhor 

maior 

A incidência de doença na testemunha foi relati 

vamente baixa, apesar da intensa patogenicidade do isolado IM] 

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

Por outro lado, os antagonistas foram beneficiê 

dos pelas condíç�es icidas do ambiente. 

O modo de inoculação ê outro fator igualmente 

importante para alcançar a eficiência do controle de doenças de 

solo. As covas de plantio receberam primeiramente o inóculo do 

patógeno e posteriormente, o inóculo do antagonista. Desta ma

neira, as rafzes das plantas puderam entrar em contato com o ao 

tagonista, inicialmente. O mesmo não ocorreu na testemunha, 

pois, as plantas foram transplantadas para as covas =ntrando 

diretamente em contato com o patógeno. Nos testes realizados an 

teriormente em condiç�es de campo, após a infestação das covas 

de plantio com V. dahliae, foi acrescentado na testemunha mi

lho-pipoca esteri 1 izado na mesma proporção dos antagonistas. Aâ 

sim, os microrganismos nativos, provavelmente, ocuparam essa 

base alimentar e antagonizaram V. dahliae. Daí, a razão pela 

qual a quantidade de doença na testemunha ter sido bastante re

duzida (teste não descrito neste estudo). 

O controle biológico de patôgenos que causam 

doenças vasculares pode ser mais difícil de ser alcançado 

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

dem vir a se manifestarem mais tardiamente (CATANI & PETERSON, 

1967). 

A avaliação da reação do hospedeiro efetuada 

no 70� dia apos a infestação dos fungos no solo mostrou que o 

isolado CNP17 controlou completamente a murcha vertici lar, en-

quanto que a quantidade de plantas doentes foi de 2,5% com o 

isolado CNP3llA, com o isolado T15P foi de 10% e com a testem� 

nha foi de 35%. Pode-se observar que a incidência da murcha 

neste Gltimo sofreu um mator incremento na avaliação final 

60% {Figura 11)_. Nos demais tratamentos o acréscimo de plantas 

doentes foi menor. Com o isolado Tl5P ocorreu uma redução de 

plantas doentes da primeira para a segunda avaliação. Isto po

de ser atribufdo 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 nfveis de resistência visan

do atenuar a severidade da murcha verticilar em berinjela. Tam 

bé m necessitariam ser testados aqueles isolados de TJt--lchodeJtma, 

os quais foram eficientes nos testes in vitJto em confrontação 

direta, embora, não tivessem sido capazes de produzir antibió

ticos eficientemente nos testes de antibiose, pois, o mecanis

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

mente proporcional ao parasitismo. 

Os isolados de TJt..J..,c.hode.Jt..ma spp. testados apre

sentaram bons resultados quanto à sobrevivência no solo, prod� 

ção de metaból itos tóxicos capazes de afetar os propâgulos de 

V. dah.ll..,ae., resistência a temperaturas extremas e estabilidade

rnetaból ica. 

KENNERLY & STACK (198?) listou estas quatro 

características essenciais para iniciar-se um programa de me

lhoramento de 1 inhagens de TJt..J..,c.hode.Jt..ma visando controlar doen

ças causadas por fungos que produzem esclerócios. Reunir estas 

características em um só organismo, seja por fusão de proto

plasto ou pela clonagem de genes não e a opinião de BAKER 

(1987b). O autor acredita que vários organismos com caracterí2 

ticas desejáveis seriam mais eficientes pois, quanto maior e a 

complexidade em um ecossistema maior é a sua estabilidade. 

A obtenção de novos biótipos através de agen

tes mutagênicos tem auxi 1 iado a elucidar alguns pontos chave 

no desempenho de agentes de biocontrole, corno aqueles biótipos 

desenvolvidos por AHMED e� a.ll..,i (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 competência de isolados de T. vl..,Jt..J..,de., T. 

haJt..zianum e T. koningli na rizosfera de berinjela. Assim, as 

mudas poderiam ser transplantadas para o campo já pré-colonizê 

das com estes antagonistas. 
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5. CONCLUSÕES

Os resultados obtidos nas condições em que 

se desenvolveu o presente estudo permitiram concluir que: 

l. os antagonistas eficientes produtores de

metabôlitos voláteis (Tal-1, T15P, CNP311A e Tw6) e nao vo-

lãteis (CNP17, CNP311A, Tal-1, Tl5P, Tw6 e TCII) foram capa

zes de exterminar V. dahliae em meio de extrato de malte e 

m i 1 ho pipoca; 

2. os mecanismos de parasitismo de Tniehoden

ma foram especialmente 1 ise de hifas, enrolamentos de hifas, 

crescimento paralelo de hifas parasitas e hospedeiras, 

ção de ganchos e rede de hifas; 

forma -

3. a faixa ótima para crescimento e produção

de antibióticos de T. QOningii e T. vinide é de 28
°

c. 

Quanto ao pH existe uma preferência para os níveis mais áci

dos, principalmente para a produção de metaból itos; 

4. os antibióticos produzidos por T. koningii

e T. vinide podem inibir seu próprio metabolismo. 
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5. T. toningii e T. vL�ide favoreceram a emer

gência de plântulas de berinjela, possivelmente, devido ao 

controle de patógenos menores em solo natural, exceto para o 

isolado TlSP, que mostrou um efeito antagônico em relação a 

RVI 11. r. koningii foi mais eficiente do que T. vi�ide no 

desenvolvimento de plantas de berinjela; 

6. os agentes de biocontrole T. vi�ide e T.

koningii podem sobreviver no solo durante o ciclo da cultura 

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

7. o isolado CNP17 (T.ha�zianum) foi eficien

te na redução do inóculo de V. dahiiae em condições naturais 

de campo, proporcionando o controle da doença em 95%. 
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Tabela l - Valores e significincias dos quadrados médios e coe-

Fontes de 

Variação 

Tratamentos 

Resíduo 

Total 

Média 

CV ( % ) 

ficiente de variação da anãl ise da variância dos 

testes de antagonismo em confrontação direta com 

T!r._,{c.hode.Jtma spp. e V. dahL{ae.. Piracicaba, SP. 1988. 

GL 

18 

38 

56 

Isolado IMj 

QM 

0,844**

O, 3 2 O 

8,84 

6,3 9 

Isolado IM2 

QM 

1,544**

0,478 

9,06 

7,63 

Isolado IM3 

QM 

0,962**

O, l 1 9 

8 , 7 l 

3 , 96 

Transformação: rx-

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

**: significativo ao nível de 1% de probabilidade pelo Teste F 
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Tabela Z - Valores e significâncias dos quadrados rnêdios e coe

ficientes de variação da anâl ise da variância dos 

testes de antibiose. Piracicaba, SP. 1 988. 

Fontes de Testador IM1 Testador IM
2

Testador l M3 

Variação GL QM QM, QM 

I II I II I II1 

Tratamentos 1 9 2,34* 14,34** 2, 2 6* 9,66** 3 , 7 6 7,89** 

Resíduo 40 o, o 9 0,94 O , l 1 0,24 O, 1 3 0,33 

Total 59 

Média 6,53 3,84 7,05 4,98 6,32 5,03 

CV ( % ) 4,55 25,34 4, 6 5 9,90 5,77 1 l , 43 

l 

I e II representam os valores dos quadrados mêdios de diâmetro 

de colônia de T�iQhode�ma spp. e diâmetro do halo de inibição, 

respectivamente 

**:significativo ao nível de 1% de probabilidade pelo teste F

;,, : s i g n i f i c a t i v o a o n í v e l d e 5 % d e p r o b a b i l i d a d e p e 1 o te s te: F 
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Tabela 3 - Valores e s ig nificâ ncias dos quadrados médios e coe

ficie ntes de variação da an ális e de variâ ncia do Tes 

te de influê ncia de pH e temperatura no cres cime nto 

e na produção de metaból itos de T�iQhod��ma spp. 

Fontes de 

Variação 

Piracicaba, SP. 

Temperatura (T) 

pH 

I solados 

T X pH 

T X 

pH X 

T X pH X 

Resíduo 

Média 

1988. 

Colô nia 

GL 

2 

2 

3 

4 

6 

6 

1 2 

72 

QM 

197,61** 

0,09 ns

8, 1 5* *

0,34 ns

3 ,42** 

l , 07 ** 

0,36ns

0,27 

3,57 

14,62 

Dados originais de diâmetro médio de colô nia em 3 repetições 

**: significativo ao nível de 1% de probabi 1 idade pelo tes te F 

n s: não s i g n i f i c a t i v o
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Tabela 4 - Valores e significâncias dos quadrados médios e 

coeficiente de variação da análise da variância 

do teste de influência de temperatura e pH no 

crescimento e produção de metaból itos por T. v� 

1tJ,de, e T. k.onJ,ng).,J,. Piracicaba, SP. 1988. 

Fontes de 

Variação 

Halo de inibição 

Isolado Tal-1 Isolado CNP311A 

GL QM G L QM 

Testemunha (T) 

pH 

3 25,892** 4 69,957** 

2 5,388** 2 4,782** 

T x pH 

Resíduo 

6 1,035** 8 0,887ns 

24 0,260 30 0,652 

Média 5, 18 5, 2 1 

Coe{iciente de variação(%) 9,85 l 5, 5 O 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade 

ns nao significativo 

Tabela 5 Análise de variância do teste de influência de 
metabólitos voláteis no crescimento de V. da.hlJ,a.e,. 

Valores percentuais de colonização. Piracicaba,SP. 

l 988

Fontes de Variação GL 

Tratamentos 

Resíduo 

Total 

CV U�): 8,3 

4 

] 5 

19 

2,576** 

0,1273 

* * : s-í g n i f i e a t i v o a o n í v e l d e 1 ?6 d e p r o b a b i l i d a d e p e l o T e s t e F

valores transformados em /x
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Tabela 6 - Valores e s ignificâ ncias dos quadrados médios e 

coeficiente de variação da a nális e da variância 

do teste de auto i nibição por metabõlitos de 

T Jtic.ho d e.li.ma. 

Fontes de Variação 

Blocos 

Tratame ntos 

Resíduo 

Total 

CV ( % ) 

s p p .. Piracicaba, 

GL 

3 

1 9 

57 

79 

s p. 1988.

QM 

0,300 ns

13,457** 

O, 2 O 1 

10,00 

**:significativo ao n ível de 1% de probabilidade pelo Tes te F 

ns:não s ignificativo. 

Tabela 7 - Valores e significâncias dos quadrados médios e 

coeficientes de variação da a nális e de variância 

do Experimento 11 l: 1 nf luê ncia de T. lwnin.g,L,L e 

T. viJtide. no desenvolvimento de plantas em solo 

autoclavado. Piracicaba, SP. 1988. 

Fontes de Peso s eco A 1 tu r a 
GL 

Variação QM QM 

Blocos 4 o so ns

' 82,55** 

Cultivares (Cv) 5, 2 3 ** O ,05 ns

1 solados ( ! ) 5 1 ,83'�* 82,65� 

Cv X l 5 0,69 ns 58,26 ns 

Res íduo 44 0,39 29, l 6 

Média l , 3 8 27 ,99 

CV (?6) 45,80 19,70 

* e **: s ignificativos aos níveis de 1 % e de 5
º

' /o de probabil i 
d ade pelo teste F 
-

ns nao significativo 
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Tabela 8 - Valores e s ig nificâ ncias dos quadrados médios e 

coeficientes de variação da análise de variâ ncia 

d o Ex per i me n to I l l : l n f 1 u ê n c i a d e T. k. o ni n g ,{'.j_ e 

T. vinid� no des e nvolvimen to de plantas em s olo

natural. Piracicaba, SP., 1988.

Fo ntes de 
GL 

Variação 

Blocos 4 

Cul tivares (Cv) 1 

Erro (A) 4 

Parcela l l 

I solados ( r) 5 

1 X Cv 5 

Erro { B) 40 

Média 

CV (;�)

** 
e n s : s ig nificativo 

sig nificativo, 

Peso s eco 

QM 

0,396 ns

4,954** 

1 ,4oo ns

3,118** 

0,546 ns

O, 671 

2, 08 

39,30 

ao n ível de 1% de 
res pectivame nte, 

Altura 

QM 

27,503
ns

15,81 l ns

43,06o ns

185,192** 

24,553 ns

33,88 

l 5 , 8 O

probabilidade e 
pelo teste F

nao 
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Tabela 9 - Valores e significâncias dos quadrados médios 

e coeficientes de variação da análise de va-

riãncia do Experimento IV - Sobrevivincia de 

T. �onlngll e T. vlhlde na rizosfera de berin

jela. Piracicaba, SP. 1988.

Fontes de 

Variação 

B 1 ocos 

Isolados (!) 

Cultivar (Cv) 

1 x Cv 

Resíduo 

Média 

CV ( % ) 

Transformação 

Ensaio 1 

GL 

3 

3 

1 7 

]og X 

QM 

0,063
ns

o,014ns

o,0187ns 

0,008 

243,75 

3 , 91 

Ensaio 11 

GL 

7 

3 

3 

49 

log x 

QM 

o,16ons

0,308* 

0,018nS

0,092 

199,75 

1 3, 8 O 

* significativo ao nível de 5% de probabi 1 idade pelo tes
te F

ns:não significativo 
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