Volume XLIV-1987 1353
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RESIIMO

0 controle biologico de Verticilliwn al
bo-atrun Reinke & Berth., agente cau-
sal da murcha de berinjela (Solanum me-
longena L.), foi feito em condigoes de
laboratorio e em condigoes de campo. Os
melhores isolados de Irichoderma foram
aqueles que apresentaram, em placas de
Petri, uma zona de inibigao bem eviden-
te. Trichoderma hamatum e o isolado
T3 de Trichoderma reduziram sensivelmen
te a incidéncia da doenga em condigoes
de casa-de-vegetagao. No campo, I lig
norum e o isolado T3 propiciaram os me-
lhores resultados. Os mutantes de Iri-—
choderma, obtidos por irradiagao ultra-
violeta, nao foram eficientes no bio-
controle de Verticilliunm.
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INTRODUGAQ

Verticilliwn albo-atrun Reinke & Berth € um dos
mais importantes parasitas vasculares de plantas superio
res. Sua extensa gama de hospedeiros inclui varias es-
pécies agricolas de expressao, entre elas a berinjela

(Solanum melongera L.), causando murcha. No Brasil, a
murcha € uma doenga que pode causar a perda total da pro
dugao em anos de severas epidemias. A principal fonte

de indculo e o solo, onde mlcroescleréci%s do fungo per
manecem viaveis por até 14 anos (WILHERLM, 1955).

As variedades de berinjela ora plantadas em nosso
meio carecem de resistencia a V. alpo-atrun. Ademais, o
controle quimico efetivo da doenga tem sido inconsisten
te e as medidas preventivas recomendadas, como a rota-
¢ao de cultura, tém se mostrado pouco eficiente, devi-
do a grande longevidade dos microesclerocios e ao grande
numero de espécies suscetiveis ap fungo.

0 manejo adequado de doengas, como o uso de hospe-
deiros resistentes e praticas culturais para maximizara
agao de microrgansimos antagonicos, pode ser um méto-
do eficiente de controle, nao se recorrendo a medidas nao
biologicas. 0 controle biologico de doengas de plantasé
um método que ganha importancia com a evolugao dos conhe
cimentos fitopatologicos. Microrganismos podem agir co-
mo reguladores de populagoes ou mesmo exterminadores de
outros, atuando em antagonismo com patogenos de plan-
tas. Fungos saprofntas do solo mostram atividade anta-
gonlca a varios patogenos, inclusive a V. albo-atrum. Es
pécies de Trichoderma sao antagonistas a uma ampla gama
de fungos e efetivamente reduzem a incidencia de doen¢as
causadas por patagenos de solo (SCHROTH & HANCOCK, 1981).
Muitos isolados de Trichodevma produzem antibioticos vo-
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lateis e nao volateis ativos contra uma gama de fungos
(DENNIS & WEBSTER, 1971a; DENNIS & WEBSTER, 1971b). A
capacidade de produzir tais substancias varia entre iso-
lados da mesma espécie, assim como entre diferentes es
pécies. CHET & BAKER (1980) encontraram um isolado de
T. hamatun em um solo supressivo a Rhizoctonia solant
e que foi eficiente em controlar doengas induzidas por
R. solani, Pythium sp. e Sclerotium rolfsii. Este isola
do produziu B-glucanase, quitinase e celulase e foi ca-
paz de se desenvolver nas hifas de R. solani. Com rela-
gao a murcha de V. albo-atrwn do tomateiro, ISAAC (1954)
observou que, quando Blastomyces luteus foi adicionado a
solo infestado com V. albo-atrum e V. dahliae, houve uma
marcante redugao na incidencia da doenga. MAOIS et al.
(1982) usaram o fungo antagonico Talaromyces flavus co-
mo agente efetivo no blocontrole de Verticillium dahliae
em berinjela.

0 prgsente trabalho teve por objetivo testar a pos-
sibilidade de controle blologlco da murcha de berinjela
com isolados do fungo antagonico do genero Trichoderma.

MATERIAL E METODOS

ANTAGONISMO "in vitro" - A fim de se avaliarem iso-
lados de Trichoderma com relagao ao antagonismo a V.
albo—atrum em placas de Petri contendo BDA. Vertiecillium
albo-atrum e Trichoderma foram ceolocados simultaneamente
nas placas usando, para tanto, discos de micélio, sendo
cada qual depositado num ponto oposto da placa e a cer-
ca de dois centimetros de seus bordos, conforme JOHNSON
et al. (1959). Cada tratamento foi repetido 4 vezes. As
placas foram deixadas no escuro a temperatura ambiente e
as observagoes foram feitas 12 dias apos o plaqueamento.

CONTROLE B!OLOGICO DE V. albo—atrum EM CASA DE VE@E
TAGAO - Os fungos selecionados no laboratorio, prova-
veis inibidores do patdogeno, foram testados em condigoes
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de casa de vegetagao. Para tanto, fizeram-se dois en-
saios, utilizando-se dois metodos de inoculagao. 0s fun
gos utilizados no primeiro ensaio foram Trichoderma lig—
norun, T. hamatum, Trichoderma sp. (T}),Trichoderma sp.
(T3) e Trichoderma sp. (Tg).

0 primeiro ensaio foi feito em caixas de plastico,
onde foram colocadas trés camadas de substrato. A pri-
meira foi constituida de areia mais bagago de cana pre-
colonizado com Trichoderma, na relagao 1:2; a segunda,de
solo + bagago de cana colonizado e, por ultimo, areia.
Dois frascos de 500 ml contendo bagago de cana coloniza-
do com Trichoderma foram usados em cada caixa. Cada uma
foi umedecida com 200 ml de melago a 2%. A  inoculagao
do Verticilliwm, um dia apos o preparo do substrato, foi
feita através da imersao das raizes numa suspensao coni-
dial (5 x 105 conidios/ml), utilizando-se mudas de berin
jela cv. Florida Market com 22 dias de idade, desenvol{z
das em solo esterilizado.

0 delineamento experimental foi o inteiramente ca-
sual izado com 4 repetigoes, além de controle nao inocu-
lado com Verticillium e dos tratamentos que receberam so
mente Trichoderma. VUtilizaram-se 25 plantas por parce-
la (caixa). A avaliagao da reagao do hospedeiro, feita
35 dias apos a inoculagao, foi atraveés da porcentagem de
plantas doentes, observando-se os sintomas externos (mur
cha) e internos (escurecimento dos vasos). -

0 segundo ensaio foi teito em vasos de barro com
capacidade para 5 kg de solo, mudando-se a tecnica de
inoculagao, que foi através de infestagao do solo.

Utilizaram-se, para este ensaio, aqueles fungos que
melhores resultados proporcionaram no ensaio  anterior,
os quais foram Trichoderma hamatum, Trichoderma sp. (T3)
e Trichoderma lignorum.

A semeadura da berinjela foi feita em caixas de plas
tico, e as mudas com 12 dias de idade foram transplanta
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das para vasos de polietileno de 7 cm de diametro, con-
tendo solo esterilizado. Quando as mudas atingiram apro
ximadamente 15 cm de altura (30 dias apds a semeadura),
as plantas foram transferidas para os vasos de barro con
tendo solo infestado com Vertzczllzum Um dla anterior
ao transplante, procedeu-se a infestagao do solo com os
tres isolados de Trichoderma. De cada vaso, foi retira-
do cerca de /3 de solo para que se pudesse aplicar uni-
formemente, a regiao das rafzes, os fungos antagoni —
cos. Assim, cada vaso recebeu 300 mi de bagago de cana
colonizado por Trichoderma e 100 m) de melago a 2% foram
utilizados para irrigar cada vaso. Logo apos, comple-
tou~se o volume do vaso com o solo restante.

0 delineamento experimental foi inteiramente casua-
lizado com 4 repetigoes, além do controle nao inoculado
com o patogeno e dos tratamentos que receberam  somente
Trichoderma. Utilizaram-se 16 plantas por parcela, sen-
do 4 plantas em cada vaso.

A avallagao da reagao do hospedeiro foi atraves da
porcentagem de plantas doentes. Efetuaram-se avaliagoes
de plantas infectadas a partir do 102 dia da inoculagao,
em intervalos de 7 dias, por um perfodo de 38 dias.

CONTROLE BIOLOGICO DE V. albo-atrwm EM CONDIGDES DE
CAMPO - Foram utilizados os fungos antagonicos de T. lig
norum e Trichoderma sp. (T3).

A metodologia utilizada foi semelhante a3 descrita
no ensaio anterior, mudando-se somente a técnica de ino-
culagao de Verticillium. Mudas de berinjela cv. Flori-
da Market, desenvolvidas em vasos de polietileno (10 cm
de diametro) contendo solo esterilizado, com 32 dias de
fdade, foram transplantadas para o campo. Em cada cova,
eram adicionados 100 ml de bagago de cana colonizado por
Trichoderma e irrigada com melago a 2%. 0 espagamento
utilizado foi de 1,30 x 40 cm. Sete dias apés o trans-

lante, inoculou-se Verticillium a uma concentragao de
g x 105 confdios/ml. Cada cova no campo fol infesta-
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da artificialmente pela adigao de 40 ml da suspensao. 0
inoculo foi incorporado ao solo a uma profundidade de
10 cm.

0 delineamento experimental foi inteiramente casua-
lizado com 6 repetigoes, além do controle nao inoculado.
Utilizaram-se 10 plantas por parcela.

A avaliagao da reagao do hospedeiro foi atraveés da
porcentagem de plantas doentes. Efetuaram-se avaliagoes
de plantas doentes com intervalos de 7 dias a partir do
142 dia apds a inoculagao, por um periodo de 49 dias. As
irrigacoes (por infiltraggog e capinas foram realizadas
sempre que necessarias. Foram realizadas 2 aplicagoes
de acaricidas para prevencao de ataque de acaro. foi rea
lizada uma adubagao nitrogenada, em cobertura, com
ureia, 30 dias apos o transplante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ANTAGONISMQ in vitro - Trichoderma hamatum, T. lig-
norum, Trichoderma sp. (T}, (Te¢), foram selecionados em
meio de cultura por apresentarem uma zona de inibigao ao
patogeno. 0 mutante de Trichoderma sp. (M)), mesmo nao
tendo sido efetivo in vitro, foi usado no teste em casa
de vegetagao Estes fungos atingiram o maximo de espory
lagao e colonizagao do substrato ao 7° dia de |ncuba§ao,
exceto pdra isolado Tg, que alcangou o nivel maximo ao
102 dia.

Verificou-se que houve diferentes tipos de inibi-
¢ao do crescimento, havendo uma zona de inibigao entre
as duas colonias. 0 V. albo-atrum tinha seu crescimen-
to paralisado, enquanto a antagonista continuava a cres-
cer pela zona de inibigao. O0s quatro mutantes wusados
nao produziram zpnas de inibigao. Verificeu-se que. a
agao dos fungos ih vitro correspondeu ao seu compor tamen
in vive.
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CONTROLE BIOLGGLCO DE V. albo-atrum EM CONDIGDES DE
CASA DE VEGETAGAO E DE CAMPO - Os resultados do ensaio,
feito em caixas plasticas, constam da Tabela 1. A anali-
se da variancia detectou pelo menos um contraste signifi
cativo entre os tratamentos, ao nfvel de 1% de probabili
dade, pelo teste F.

Tabela 1. Controle de V. albo-atrum, em substrato coloni
zado por Trichoderma, em berinjela, em condi-
goes de casa de vegetagao. Dados nao transfor

mados.
Tratamentos Médlas !
V. albo-atrum + Trichoderma sp. (Mj) 41,66 ns
V. Albo-atrum + Trichoderma sp. (T)) 33,33 +
V. albo—atrum + Trichoderma sp. (Té) 29,99 *
V. albo-dtrum + Trichoderma lignorwn 26,66 *
V. albo~atrum + Trichoderma sp. (T3) 16,66 *
V. albo-atrum + Trichoderma hamatum 13,33 +
V. albo-atrum (controle) 59,99
1 Média de 4 repetigoes.
+

Significativo ao nivel de 5% pelo Teste Dunnet quando
comparado com o controle
ns nao significativo

No tocante ao teste de medias (Tabela 1) realizado
através do teste de Dunnett ao nfvel de 5%, pode-se ob-
servar que todos os fungos utilizados, com excegao do mu
tante de Trichoderma (M), reduziram significativamente a
incidencia da doenga quando comparados com o controle.

Pode-se inferir, pelos resultados, que o nlvel de
fndéculo utilizado fol suficiente para causar 60% de incl
déncia de doenga. Verificou-se uma redugado de 60% para
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13% de plantas atacadas quando se aplicaram simultanea —
mente V. alko—atrum e Trichoderma hamatum.  Trichoderma
lignorum e o isolado T3 também reduziram sensivelmente
a murcha causada por Vertieillium.

0 teste de antagonismo em vasos de bharro com solo
artificialmente infestado indica que T. hamatum e o iso-
lado T, reduziram significativamente a incidencia da do-
enga (?abela 2). Os primeiros sintomas da doenga, no
tratamento com V. albo-atrum e T. hamatum, foram observa
veis 21 dias apos o surgimento da doenga no controle.T:Z
choderma hamatum reduziu a doenga em cerca de 50%, com-
parado com o controle.

Tabela 2. Controle de V. albo—atrwn em berinjela, em so-
lo artificial infestado, em condigoes de casa
de vegetagao. Dados nao transformados.

Tratamentos Médias !
V. alho-atrum + Trichoderma lignoruwn 47,91 ns
V. albo-atrum + Trichoderma sp. (T3) 41,67 *+
V. albo-atrum + Trichoderma hamatum 33,33 *
V. albo-atrum (controle) 64,58 +

Media de 4 repetigoes

Significativo ao nivel de 5% pelo Teste de Dunnett
quando comparado com o controle.

ns nao significativo.

+ -

Apesar de T. lignorum ter reduzido a incidencia da
murcha, ele nao foi estatisticamente diferente do contro
le, pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade. No cam-
po, o controle de Verticilliwn por Trichoderma lignorum
e Trichoderma sp. (T3) ficou evidenciado pela acentuada
diminuigao da doenga. Estes fungos diferiram estatisti-
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mente do controle ao nivel 5% de probabilidade, diferen-
te do ensaio anterior, mostrou-se eficiente em contro-
lar a doenga no campo, naquelas condigoes estudadas.

Tanto em condigoes de casa de vegetagao como em con
digoes de campo, o controle de V. alho—atrum foi eficien
te com a utilizagao do isolado T3 de Trichoderma. Tricho
derma hamatum foi também eficiente em casa de vegeta-
gao. Assim, recomenda-se a utilizagao destes fungos em
testes posteriores.

Este € o primeiro relato de T. hamatum controlan-
do a murcha de berinjela causada por V. alhko-atrum. Ja
foi relatado o controle biologico de Vertieillium com
fungos antagonicos como T. lignorum em algodoeiro (Gos-
syptum hirsutum L.) e em berinjela (Berimistru e Shtein
berg (1978), citados por MAROIS et al. (1982). MAROIS et
al. (1982) usaram com sucesso o fungo Talaromyces flavus
como agente efetivo no controle biologico de Verticil —
liun dahliae em berinjela.

Devido ao fato de V. albo—atrum ser o fungo mais im
portante da berinjela no Estado de Sao Paulo, novos bio-
tipos ou isolados de Trichoderma, e talvez agentes de
biocontrole, necessitam ser desenvolvidos com ativida-
de contra este patogeno Necess!tam também ser desenvol
vidos melhores e mais baratos substratos para multiplica
¢ao do fungo Trichoderma sp. para garantir sua estabili-
dade no solo. 0 fungo Trichoderma, segundo HARMAN et
al. (1981), necessita de um bom substrato para se estabe
lecer no solo. B

Este trabalho nao tem, evidentemente, pretensoes de
estabelecer definitivamente a viabilidade pratica do uso
do controle biologico mas encorajar a pesquisa nestaarea
para que, futuramente, tal pratica seja usada rotineira-
mente pelos agricultores. Ademals, o emprego adequado
de organismos eficientes no blocontrole possibilitara a
redugao do uso de fungicidas, que entre tantas desvanta
gens, propicia o aparecimento de ragas resistentes dos
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patogenos, oneram o custo de produgao, destroem o equi-
librio ecologico e sao, em geral, altamente toxicos.

Tabela 3. Controle de V. alho—-atrum em berinjela com
Trichoderma sp. em condigoes de campo. Dados
nao transformados.

Tratamentos Médias |
V. albo-atrum + Trichoderma lignorum 58,33 *
V. albo-atrum + Trichoderma sp. (T3) 55,00 *
V. albo-atrun (controle) 90,00

—

Média de 6 repetigoes
Significativo ao nivel de 5% pelo Teste de Dunnett
guando comparado com o controle.

+

Para que o controle biologico seja usado com suces-
so, deve-se, se possivel, utilizarem hospedeiros com cer
to grau de resisténcia ao patogeno em estudo. Usando - se
hospedeiros suscetiveis, a doenga nao pode ser controla-
da eficientemente s6 com o uso de organismos  antagoni-
cos. BROWNING et al. (1977) afirmam que se deve traba-
lhar com gens de resistencia para conseguir um controle
mais estavel. 0 uso adequado de diferentes taticas -
diferentes tipos de resistencia, fungicidas e praticas
culturais para maximizar a agao de antagonicos (biocon —
trole) - ajudaria no manejo estratégico de doengas.

SUMMARY

BI1OLOGICAL CONTRdL OF Verticillium WILT OF EGGPLANT

The antagonistic activity of Trichoderma species
pgainst Verticillium wilt of eggplant was evaluated.
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The studies were undertaken in vitro and iIn .vivo. A
clearly defined zone, In which the growth of the pathogen
was inhibited, was observed with some Isolates of Iricho
derma in vitro. The best results of the biocontrol un-
der greenhouse conditions were obtained with TIrichoder-
ma hamatum and with the isolate T3 of Trichoderma sp. In
a field experiment, T. lignorum and the isolate signi-
ficantly reduced the disease. The mutants of Trichoder-
ma, obtained by UV irradiation, were not efficlent in
controlling the disease.
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