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RESUMO 

Ghini, R.; Vitti, A.J. Controle integrado de Botrytis cinerea na cultura do morango. Summa Phytopathologica, v.19, p. 10-13, 1993. 

A viabilidade do controle de Botrytis cinerea foi estudada através do cação de 107 conídios/ml, aproximadamente, 400 conídios permaneceram 
uso de antagonistas ao patógeno, associados ou não a tratamentos fungici- viáveis em discos de folha com 0,4 em de diâmetro. A resistência a ipro-
das. Isolados de Trichodenna, obtidos pelo método de iscas, foram sele- dione mostrou-se estável após 15 gerações na ausência do fungicida. Em 
cionados quanto ao antagonismo a B. cinerea, in vitro. A partir dos isola- ensaio realizado em condições de campo, o tratamento feito com a linha-
dos selecionados foram obtidas linhagens resistentes a iprodione e carac- gem resistente a iprodione aplicada em mistura com a metade da dose do 
terizadas quanto à adaptabilidade. Testes de sobrevivência das linhagens fungicida não apresentou controle satisfatório da doença. 
resistentes em folhas de morangueiro mostraram que, 37 dias após a apli-
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AIISTRACT 

Ghini, R.; Vitti, AJ. lntegrated contrai of Botrytis cinerea on strawbcrry. Sununn Phytopnthologica, v.19, p. 10-13, 1993. 

Trichoderma· iso/ates, obtained tlrro11gh the bait metltod, were selected in 
vitro for amagonism to Botrytis cinerea From lhe sc/ectcd iso/ates, strains 
rcsistalllto iprodione wcre obtained and their adoptibility was clraracterized. 
Viability tests of these resistam strains on strawbeny lcaf discs with 0,./ em 
diamcter, Ílldicated that 37 days aftcr application o f 107 conidia/ml, appra'l:i-
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Das doenças que ocorrem na cultura do morango, o mofo cin­
zento causado por Botl')'tis cinerea é muito comum, ocasionando 
graves prejuízos em todas as regiões produtoras do mundo (3, 16, 
17). Dessa forma, o controle da doença se faz necessário e, de ma­
neira geral, baseia-se somente no uso de fungicidas (14), visto que 
cultivares resistentes não cst,1o disponíveis (4) c outras medidas 
não são suficientes para o controle. 

Entretanto, devido ao desenvolvimento de resistência a bcnzi­
midazóis e dicarboximidas, dois grupos de fungicidas originalmente 
eficazes contra B. cinerea, o controle químico do mofo cinzento se 
tornou um problema em várias culturas (2, 8). 

Além dos problemas com resistência, por ser uma planta que 
apresenta frutificação contínua, frutos maduros são atingidos pelos 
fungicidas que visam atingir frutos mais jovens, causando proble­
mas de resíduos no produto colhido. Assim sendo, embora os fun­
gicidas constituam a principal forma de controle da doença, há a 
necessidade de reduzir a dependência de produtos químicos atra­
vés do desenvolvimento de métodos alternativos de controle. 

O controle biológico de B. cinerea tem sido estudado por diver­
sos autores, principalmente, através da aplicação de Trichoderma 
spp. O potencial de utilizaçao deste antagonista tem sido demons­
trado para o controle do mofo cinzento em culturas como feijoeiro 
{14), macieira (20, 21), pepino (22); videira (7, 12, 22) e morango 
(6, 18). 

Com a finalidade de integrar o controle químico com o biológi­
co vem sendo realizada a seleção de antagonistas resistentes a fun­
gicidas (11, 12). O procedimento para estudo de antagonistas resis­
tentes é semelhante ao utilizado para patógenos de plantas, visto 
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mately, 400 conidia remained viab/e. Tltis resistance to iprodione was shown 
to be sti/1 stable after 15 generations in the fungicide absence. Field tcsts ürdi­
cated tirar tire iprodione resistam straitJ, applied in a mixture with half dose 
of fungicide, did not comrol satisfactory the disease. 

que os mecanismos d.e resistência são os mesmos (9). 
O presente trabalho teve por objetivos: a) selecionar linhagens 

de Trichoderma antagônicas a B. cinerea; b) obter linhagens de 
Trichoderma resistentes a iprodione e sua caracterização quanto à 
adaptabilidade; c) avaliar a eficiência do controle integrado de B. 
cinerea em morango através do uso de linhagens de Trichodenna 
resistentes a iprodione e aplicadas em mistura com metade da dose 
do fungicida. 

MATERIAL E MÉTODOS 

1. Seleção de isolados de Tricllodemza antagônicos a B. cine­
rea. Setenta isolados de Trichoderma, obtidos pelo método de iscas 
em solos (10), foram avaliados quanto ao antagonismo in vitro, 
através do método de culturas pareadas, em placas de Petri con­
tendo meio de cultura de BOA, em 3 repetições. Cada placa rece­
beu um disco de meio de cultura (0,6 em de diâmetro) contendo 
micélio de Trichoderma e um disco contendo micélio de B. cinerea, 
distanciados por 7 em. 

As culturas foram mantidas sob condições de luz ambiente e 
temperatura de 20°C. A avaliação foi feita através do crescimento 
micelial, csporulação e capacidade de hiperparasitismo dos isola­
dos de Trichoderma. A capacidade de hiperparasitismo foi avaliada 
visualmente, sendo: 1) antagonista crescendo sobre toda a placa de 
Petri; 2) antagonista crescendo sobre, aproximadamente, 75% da 
placa, e patógeno não esporulando; 3) antagonista crescendo so­
bre, aproximadamente, 75% da placa, com o patógeno apresentan­
do produção de conídios; 4) antagonista e patógeno crescendo so­
bre 50% da placa de Petri. 

2. Produção de metnbólitos não voláteis por isolados de Tri­
cltmlerma. A produção de substâncias nao voláteis, inibidoras do 



crescimento micelial de B. cinerea, foi avaliada nos isolados selecio­
nados de Trichoderma, através do método do papel celofane. 

Discos contendo micélio dos isolados de Trichoderma (0,6 em 
de diâmetro) foram transferidos para placas de Petri contendo um 
disco de papel celofane transparente (9 em de diâmetro) sobre o 
meio de cultura de BDA, em 5 repetições. A incubação foi realiza­
da em condições de 20°C e luminosidade ambiente. 

Após 48 horas, os discos de papel celofane foram retirados, jun­
tamente com as colônias de Trichodenna. A seguir, B. cinerea foi 
transferido para as placas através de discos de 0,6 em de diâmetro. 
A incubação foi realizada nas condições descritas no item 1. A ava­
liação foi feita através do crescimento micelial, após 48 horas. 

3. Obtenção de linhagens de Triclwdenna resistentes a ipro­
dione. Suspensões de confdios dos isolados de Triclzoderma 
MA T37, MAT 48 e MA T63 foram transferidas para placas de Petri 
contendo meio de cultura de BOA com 1000 ppm de iprodíone, 
com a finalidade de obter linhagens de Trichoderma resistentes ao 
fungicida. As suspensões foram padronizadas em 107 conídios/ml, 
sendo transferidos 0,5 ml por placa de Petri, em 10 repetições. 

Como testemunha, as suspensões de conídios foram transferi­
das para placas sem o fungicida, para comprovar a viabilidade do 
antagonista. 

As placas foram mantidas a 20°C e luminosidade ambiente. A 
avaliaçao foi feita após 4 dias, contando-se o número de colônias 
surgidas por placa. 

O nível de resistência das linhagens obtidas foi avaliado através 
do crescimento micelial em meio de cultura de BDA contendo O, 
1, 10, 100 e 1000 ppm de iprodione. A estabilidade da resistência 
foi testada após 15 transferências sucessivas na ausência do fungi­
cida em meio de cultura de BDA. 

4. Adaptabilidade das linhagens de Triclwderma resistentes a 
iprodione. 

4.1. Crescimento micelial, produção de conídios e capacidade 
de hiperparasitismo. As linhagens de Trichoderma resistentes a 
iprodione foram avaliadas quanto ao crescimento micelial e produ­
ção de conídios em meio de cultura de BOA, em 5 repetições. A 
capacidade de hiperparasitismo foi determinada conforme a escala 
apresentada no item 1. 

4.2. Sobrevivência em morangueiro. Para avaliar a sobrevivên­
cia de linhagens de Trichodenna resistentes a iprodione, na parte 
aérea do morangueiro, plantas· foram pulverizadas com suspensões 
de conídios do isolado MAT48R1 (107 conídios/ml) em soluçao 
aquosa de sacarose 1% e 0,01% de Twecn 80, permanecendo 24 
horas em câmara úmida e a seguir, em condições de casa de vege­
tação. 

A sobrevivência dos conídios foi avaliada coletando-se discos de 
folha de 0,4 em de diâmetro, que foram colocados em solução 
tampão fosfato e agitados a 150 rpm por 15 e 30 minutos ou em 
ultra-som por 5 e 10 minutos. Alíquotas das suspensões obtidas fo­
ram transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura de 
BOA com 500 ppm de iprodione, 500 ppm de tetraciclina c 250 
ppm de propionato de sódio. Após 5 dias, a avaliação foi realizada 
através da determinação do número de colônias. 

S. Controle Integrado de B. cinerea do morangueiro em condi· 
ções de campo. A eficiência do controle integrado de B. cinerea, 
através da aplicação de uma linhagem de Trichoderma resistente a 
iprodione (MAT48R1) associada à metade da dosagem do fungici­
da, foi comparada com a aplicação do produto em dose recomen­
dada. 

O ensaio constou de 6 repetições por tratamento, em parcelas 
de quatro linhas de 2 m de comprimento, sendo o espaçamento de 
0,3 m entre plantas e entre linhas de morangueiro da cultivar Cam­
pinas. 

O isolado MAT48Rl foi multiplicado em placas de Pctri con­
tendo BDA, sendo obtidas suspensões de conídios através da lava­
gem das colônias esporulando. 

Foram realizadas 10 pulverizações, sendo aplicado, aproxima-

damente, 107 conídios de MAT48Rl/ml de água e 750 g iprodio­
ne/ha, como dosagem recomendada. As pulverizações foram ini­
ciadas após o início do florescimento, visto ser esta uma fase crftica 
para infecção por B. cinerea (5, 15). 

A avaliaçao foi feita através da contagem de morangos sadios e 
com sintoma de apodrecimento. O efeito do tratamento em man­
chas foliares causadas por Mycosphaerella fragarie foi avaliado 
através da contagem de lesões/folha. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Seleção de isolados de Triclwderma antagônicos a B. cinerea e 
produção de metabólitos. Os isolados que apresentaram maior 
crescimento micelial foram MAT30, MAT31, MAT35, MAT56 e 
MAT65. As maiores produções de. conídios foram obtidas com: 
MAT1, MAT3, MAT6, MAT9, MAT16, MAT17, MAT22, 
MAT27, MA TIO, MAT34 e MAT35. Os isolados que apresenta­
ram maior capacidade de hiperparasitismo foram: MATlO, 
MAT18, MAT21, MAT22, MAT30, MAT31, MAT34, MAT37, 
MAT42, MAT48, MAT56 e MAT63. A partir destes resultados, 
foram selecionados 10 isolados, que a seguir, não diferiram entre si 
quanto à produção de mctabólitos inibidorcs do crescimento micc­
lial de B. cinerea (Quadro 1 ). 

Quadro 1. lnibi~ão do crescimento micelial de Bonytis cinerea por mcta­
bólitos não voláteis produzidos por isolados de Trichodemra, 
através do método do papel celofane. 

Isolado %de inibi~ão 1 

MAT10 100,02 

MAT21 100,0 

MAT22 n,3 
MA TIO 97,8 

MAT37 97,8 

MAT42 100,0 

MAT48 95,5 

MAT56 100,0 

MAT63 97,8 

MAT65 100,0 

1 Avaliação realizada dois dias após a transfer~ncia dos discos contendo 
micélio para as placas de Pctri. 

2 Média de S repetições. Não houve diferença estatisticamente significati­
va entre as médias. 

Desde que a temperatura exerce um importante efeito sobre as 
propriedades antagonísticas de Trichoderma (19), todas as etapas 
de isolamento e seleção dos antagonistas foram realizadas a 20°C, 
temperatura favorável ao desenvolvimento de B. cinerea. Assim, 
supõe-se que os fungos selecionados são adaptados às condições 
favoráveis ao desenvolvimento da doença. 

Obtenção de linhagens de Triclwtlerma resistentes a iprodio­
ne. Linhagens de Trichoderma resistentes a iprodionc foram obti­
das, através do método de plaqueamento massal de conídios em 
meio com 1000 p~m do fungicida, nas freqüências de: 5,2xl0'5; 

4,2x10.s e 28,8xto·5 para os isolados MAT37, MAT48 e MAT63, 
respectivamente. A comprovação da resistência, foi verificada atra­
vés do crescimento mícelial dos isolados em meio com diferentes 
concentrações do fungicida. Os isolados originais (MA T22 e 
MAT56) foram inibidos pela concentraçao de 10 ppm de iprodio­
ne enquanto as linhagens obtidas (MAT56R 1 e MAT56R2) cres­
ceram em meio de cultura contendo 1000 ppm do fungicida (Qua­
dro 2). 

O método de plaqueamento massal de confdios foi escolhido 
para a obtenção de linhagens resistentes, visto que utiliza a variabi-
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lidade natural da população do antagonista. Dessa forma, espera­
se que a adaptabilidade do antagonista resistente, assim obtido, 
seja maior do que com a obtenção através do uso de agentes muta­
gênicos. 

As linhagens MAT37R2, MAT48R4 e MAT63R2, após 15 ge­
rações na ausência de iprodione, foram transferidas para meio de 
cultura de BDA contendo O, 1, 10, 100 e 1000 ppm do fungicida. A 
avaliação do diâmetro das colônias demonstrou que as linhagens 
permaneceram resistentes a iprodione, comprovando a estabilida­
de da resistência (Quadro 3). 

Quadro 2. Crescimento micelial de isolados de Trichodenna sensíveis e re­
sistentes a iprodione em meio de cultura contendo o fungicida. 

Concentrac;ões de iprodione (ppm) 
Isolados o 1 10 100 1000 

MAT22 6,701 2,72 o o o 
MAT56 7,98 2,47 o o o 
MAT56Rl 6,88 6,67 6,S8 5,63 3,68 

MAT56R2 6,15 5,98 6,07 5,03 3,82 

1 Diâmetro médio das colônias (em), 2 dias após a transfer~ncia dos dis-
cos contendo micélio. Média de 3 repetições. 

Quadro 3. Diâmetro médio (em) das colônias de linhagens de Trichodcr­
ma resistentes a iprodione, após 15 gerações na ausência do 
fungicida. 

Concentração de iprodione (ppm) 
Linhagem o 10 100 1000 

MAT37R2 4,71 5,0 4,9 3,7 2,8 

MAT48R4 4,7 4,9 5,4 4,0 3,4 

MAT63R2 5,1 5,5 4,7 3,9 2,9 

1 Média de 4 repetições, após 2 dias de incubação. 

Quadro 4. Crescimento micelial e esporula~ão de linhagens de Trichoder­
ma resistentes ou sensíveis a iprodione, em meio de cultura de 
BOA. 

Linhagem 
Diâmetro médio 

da colônia (cm)1 

MAT37 4,662 

MAT37Rl 3,38 

MAT37R2 5,04 

MAT37R3 3,71 

MAT37R4 3,16 

MAT48 4,49 

MAT48Rl 4,89 

MAT48R2 4,77 

MAT48R3 4,79 

MAT48R4 4,52 

MAT63 3,74 

MAT63R1 3,18 

MAT63R2 5,14 

MAT63R3 4,21 

MAT63R4 3,38 

1 
Média de 5 repetic;ões. 

2 
Avaliação realizada aos dois dias de idade. 

3 
Avaliação realizada aos nove dias de idade. 
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Conídios produzidos 

por placa de Petri (x107
)
1 

204,4~ 

69,3 

73,5 

101,5 

63,7 

167,2 

139,5 

146,0 

146,8 

143,2 

190,0 

64,1 

89,3 

113,9 

40,2 

Adaptabilidade das linhagens de Trichode1711Q resistentes a 
iprodione. As linhagens de Trichoderma resistentes a iprodione 
obtidas a partir dos isolados MA T37 e MAT63 apresentaram uma 
alta variabilidade quanto ao crescimento micelial e à esporulaçao, 
sendo que as obtidas do isolado MAT48 comportaram-se como o 
isolado original (Quadro 4). Da mesma forma, a capacidade de hi­
perparasitismo de MA T48R 1, MAT48R2 e MAT48R3 nao diferiu 
de MA T48, comprovando que as linhagens resistentes provenien­
tes do isolado MAT48 sao as que apresentam maior adaptabilida­
de e, portanto, as mais promissoras para uso no controle integrado 
de B. cinerea (Quadro 5). 

Em todos os métodos testados, a linhagem MAT48R 1 apresen­
tou-se viável na superfície de folhas de morangueiro até o maior 
período testado (37 dias). O método do ultra-som detectou um 
maior número de conídios viáveis na superfície da folha de moran­
gueiro, sendo, dessa forma, o mais indicado para estudos de sobre­
vivência (Quadro 6). 

Controle integrado de B. cinerea do morangueiro, em condi­
ções de campo. O tratamento químico na dosagem recomendada 
realizado durante o ciclo do morangueiro resultou em um maior 
número de frutos sadios do que a sub-dosagem com ou_sem a apli­
cação do isolado de Trichodenna resistente ao iprodiorie. O trata­
mento com o isolado de Trichodenna resistente ao iprodione resul­
tou em um número de frutos sadios, significativamente, inferior 
aos demais métodos de controle. Nao houve efeito dos tratamen­
tos na ocorrência de manchas de Mycosphaerella (Quadro 7). 

Quadro 5. Capacidade de hiperparasitismo das linhagens de Trichodenna 
resistentes ou sensíveis a iprodione. 

Categoria 

Trichodenna crescendo 
sobre a placa toda 

11 Tricllodenna crescendo 
sobre 75% da placa; 
B. cinerea não esporulando 

JIJ Trichodenna crescendo 
sobre 75% da placa; 
B. cinerea esporulando 

IV Trichodemla não crescendo 
sobre B. cinerea 

1 Média de 3 repetições. 

Linhagem de TrichodemJa 

1MAT63, MAT48, MAT48Rl, 
MAT48R2, MAT48R3 

MAT37, MAT63R2, MAT48R4 

MAT37R2, MAT37R3 

MAT31R1, MAT37R4, MAT63R1, 
MAT63R4 

Quadro6. Sobrevivência da linhagem MAT48R1 de Trichodemla, resis­
tente a iprodione, em folha de morangueiro. 

Métodos 
Dias após pulverização 

2 6 16 23 30 37 

Ultra-som 5 min. 1125 A 1 455A2 550A 430A 530A 345A 

Ultra-som 10 min. 1275A 1808 630A 405A 575A 435A 

Agitação 15 min. 2578- 59 B SOB 358 40B 348 

Agitação 30 min. 256B 44B 73B 53B 41 B 26B 

1 Número de conídios viáveis liberados por disco de folha (0,4 em de diâ­
metro). 

2 Médias seguidas de mesma letra nas colunas não diferem entre si (Dun­
can5%). 

Resultados semelhantes foram obtidos por GULLINO & GA­
RIBALDI (11), que testaram uma mistura de oito isolados de Tri­
choderma resistentes a benzimidazóis e a dicarboximidas para o 
controle de B. cinerea em morangueiros, no norte da Itália. O nível 
de controle obtido com o antagonista nao foi adequado do ponto 
de vista comercial. 

GARIBALDI (com pessoal) explica que a eficiência do contro­
le do mofo cinzento, em videiras, obtido com Trichoderma spp., 



varia entre 20 e 62%, sendo significativamente baixa em períodos 
de alta incidência da doença. Os melhores resultados obtidos com 
o antagonista equiparam-se aos obtidos com o uso de fungicidas 
convencionais. Em mistura com os dicarboximidas, o autor afirma 
que nao houve aumento da eficiência. 

Quadro 7. Efeito do controle integrado de Botrytis cinerea sobre a produ­
ção de morangos. 

Número de 

Tratamento Número de frutos manchas de 
sadias/parcela 1 Mycosphaerella/ 

folha 

lprodione (750 glha)2 297,3 a3 29,0 

lprodione {375 giba) 265,0 ab 28,2 

lprodione (375 glha) + MAT48R1 
(10

7 
conídios/ml) 

261,6 ab 26,2 

MAT48R1 (107 conídios/ml) 244,3 b 25,0 

Testemunha 255,3 ab 26,2 

1 Área da parcela = 2,4 m2
• 

2 Volume aplicado = 500 1/ha. 
3 Média de 6 repetições. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 

entre si (Duncan 5%). 

Para ADAMS (1), a aplicaçao de Trichodenna spp. tem sido 
eficiente somente em solo esterilizado, visto que o antagonista nao 
se tem mostrado competidor em solo natural. Assim sendo, 
ADAMS (1) questiona a utilidade de Trichoderma como agente de 
biocontrole. 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho e os relatos 
de GULLINO & GARIBALDI (11) e ADAMS (1), é discutível a 
capacidade de Trichodenna para o controle de B. cinerea, em con­
dições de campo. 
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