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RESUMO

Ghini, R;; Vitti, A.J. Controlc integrado de Bonytis cinerca na cultura do morango. Summa Phytopathologica, v.19, p. 10-13, 1993.

A viabilidade do controlc de Bomytis cinerea foi cstudada através do
uso de antagonistas ao patégeno, associados ou nio a tratamentos fungici-
das. Isolados de Trichoderma, obtidos pelo método de iscas, foram sele-
cionados quanto ao antagonismo a B. cinerea, in vitro. A partir dos isola-
dos sclecionados foram obtidas linhagens resistentes a iprodione e carac-
terizadas quanto a adaptabilidade. Testes de sobrevivéncia das linhagens
resistentes em folhas de moranguciro mostraram que, 37 dias apds a apli-
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cagdo de 10’ conidios/ml, aproximadamente, 400 conidios permaneceram
vidveis cm discos de fotha com 0,4 cm de didmetro. A resisténcia a ipro-
dione mostrou-se estdvel apos 15 geragdes na auséncia do fungicida. Em
ensaio rcalizado em condigdes de campo, o tratamento fcito com a linha-
gem resistente a iprodione aplicada em mistura com a metade da dose do
fungicida nao aprescntou controle satisfatdrio da doenga.

ABSTRACT

Ghini, R,; Vitti, AJ. Integrated control of Botrytis cinerea on strawberry. Summa Phylopathelogica, v.19, p. 10-13, 1993.

Trichoderma isolates, obtained through the bait method, were sclected in
vitro for antagonism to Botrytis cincrea From the sclecied isolates, strains
resistant to iprodione were obtained and their adaptibility was characterized.
Viability tests of these resistant strains on strawberry leaf discs with 0,4 ¢
diamcter, indicated that 37 days after application of 1 o’ conidiaiml, approxi-
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mately, 400 conidia remained viable. This resistance to iprodione was shown
to be still stable afier 15 generations in the fungicide absence. Ficld tests indi-
cated that the iprodione resistant strain, applied in a mixture with half dose
of fungicide, did not conwol satisfactory the disease.

Das docngas que ocorrem na cultura do morango, 0 mofo cin-
zento causado por Borrytis cinerea ¢ muito comum, ocasionando
gravcs prcjuizos cm todas as regides produtoras do mundo (3, 16,
17). Dessa forma, o controle da docnga se faz necessdrio e, de ma-
ncira geral, bascia-se somentc no uso dc fungicidas (14), visto que
cultivares resistentes ndo cstdo disponiveis (4) ¢ outras medidas
ndo sdo suficicntes para o controlc.

Entrctanto, devido ao desenvolvimento de resisténcia a benzi-
midaz6is ¢ dicarboximidas, dois grupos de fungicidas originalmente
cficazces contra B. cinerea, o controle quimico do mofo cinzento se
tornou um problema cm vdrias culturas (2, 8).

Além dos problemas com resisténcia, por ser uma planta quc
apresenta frutificagdo continua, frutos maduros sdo atingidos pelos
fungicidas que visam alingir frutos mais jovens, causando probic-
mas de residuos no produto colhido. Assim sendo, embora os fun-
gicidas constituam a principal forma de controle da docnga, hd a
necessidade de reduzir a dependéncia de produtos quimicos atra-
vés do desenvolvimento de métodos alternativos de controle.

O controle bioldgico de B. cinerea tem sido estudado por diver-
s0s autores, principalmente, através da aplicagdo de Trichoderna
spp. O potencial de utilizagdo deste antagonista tem sido dcmons-
trado para o controle do mofo cinzento em culturas como feijoeiro
(14), macieira (20, 21), pepino (22); vidcira (7, 12, 22) e morango
(6, 18).

Com a finalidade de integrar o controle qufmico com o bioldgi-
co vem sendo realizada a selegdo de antagonistas resistentes a fun-
gicidas (11, 12). O procedimento para estudo de antagonistas resis-
tentes € semelhante ao utilizado para pat6genos de plantas, visto
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que 0s mecanismos de resisténcia sio 0s mesmos (9).

O prescnte trabalho teve por objetivos: a) selecionar linhagens
de Trichoderma antagOnicas a B. cinerea; b) obter linhagens de
Trichoderma resistentes a iprodione e sua caracterizagdo quanto a
adaptabilidade; ¢) avaliar a eficiéncia do controle integrado de B.
cinerea cm morango através do uso de linhagens de Trichoderna
resistentcs a iprodione e aplicadas cm mistura com metade da dose
do fungicida.

MATERIAL E METODOS

1. Selegiio de isolados de Trichoderma antagénicos a B. cine-
rea. Sctenta isolados de Trichoderma, obtidos pelo método de iscas
em solos (10), foram avaliados quanto a0 antagonismo in vilro,
através do método de culturas pareadas, em placas de Petri con-
tendo meio de cultura de BDA, em 3 repeti¢Ges. Cada placa rece-
beu um disco de mcio de cultura (0,6 cm de didmetro) contendo
micélio de Trichoderma ¢ um disco contecndo micélio de B. cinerea,
distanciados por 7 cm.

As culturas foram mantidas sob condigbes de luz ambientc e
temperatura de 20°C. A avaliagfo foi feita através do crescimento
micelial, csporulagfio e capacidade dc hiperparasitismo dos isola-
dos de Trichoderima. 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, € pat6geno nfo esporulando; 3) antagonista crescendo so-
bre, aproximadamecnte, 75% da placa, com o patégeno aprescntan-
do produgio de conidios; 4) antagonista e patdgeno crescendo so-
bre 50% da placa de Petri.

2. Produgiio de metabdlitos niio voliteis por isolados de Tri-
choderma. A produgio de substincias ndo volétcis, 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 cm
de didmetro) foram transferidos para placas de Petri contendo um
disco de papel celofane transparente (9 cm de didmetro) sobre o
meio de cuitura de BDA, em 5 repetigbes. A incubagfo foi realiza-
da em condigGes de 20°C e luminosidade ambiente.

ApOCs 48 horas, os discos de papel celofane foram retirados, jun-
tamente com as colOnias de Trichoderma. A seguir, B. cinerea foi
transferido para as placas através de discos de 0,6 cm de didmetro.
A incubagio foi realizada nas condigtes descritas no item 1. A ava-
liagdo foi feita através do crescimento micelial, apds 48 horas.

3. Obtengiio de linhagens de Trichoderma resistentes a ipro-
dione. Suspensoes de confdios dos isolados de Trichoderma
MAT37, MAT48 e MATG63 foram transferidas para placas de Petri
contendo meio de cuitura de BDA com 1000 ppm de iprodione,
com a finalidade de obter linhagens de Trichoderma resistentes ao
fungicida. As suspensces foram padronizadas em 10’ conidios/ml,
sendo transferidos 0,5 mi por placa de Petri, em 10 repetigOes.

Como testemunha, as suspensdes de confdios 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
avaliagdo foi feita ap6s 4 dias, contando-se o nimero de col6nias
surgidas por placa.

O nivel de resisténcia das linhagens obtidas foi avaliado através
do crescimento micelial em meio de cultura de BDA contendo 0,
1, 10, 100 e 1000 ppm de iprodione. A estabilidade da resisténcia
foi testada ap6s 15 transferéncias succssivas na auséncia do fungi-
cida em meio de cultura de BDA.

4. Adaptabilidade das linhagens de Trichoderma resistentes a
iprodione,

4.1. Crescimento micelial, produgiio de conidios e capacidade
de hiperparasitismo. As linhagens de Trichoderma resistentes a
iprodione foram avaliadas quanto ao crescimento micelial e produ-
¢do de conidios em meio de cultura de BDA, em 5 repeti¢Ges. A
capacidade de hiperparasitismo foi determinada conforme a escala
apresentada no item 1.

4.2. Sobrevivéncia em morangueiro. Para avaliar a sobrevivén-
cia de linhagens de Trichoderma resistentes a iprodione, na parte
aérea do morangueiro, plantas foram pulverizadas com suspensoes
de conidios do isolado MAT48R1 (10’ conidios/ml) em solugfo
aquosa de sacarose 1% e 0,01% de Tween 80, permanecendo 24
horas em cdmara tmida e a seguir, em condigbes de casa de vege-
tagfo.

A sobrevivéncia dos conidios foi avaliada coletando-se discos de
foiha de 0,4 cm de didmetro, que foram colocados em solugfio
tampdo fosfato e agitados a 150 rpm por 15 e 30 minutos ou em
ultra-som por 5 e 10 minutos. Aliquotas das suspensdes obtidas fo-
ram transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura de
BDA com 500 ppm de iprodione, 500 ppm de tetraciclina ¢ 250
ppm de propionato de sédio. Ap6s 5 dias, a avaliagfio foi realizada
através da determinagfio do nimero de col6nias.

S. Controle Integrado de B. cinerea do morangueiro em condi-
¢bes de campo. A eficiéncia do controle integrado de B. cinerea,
através da aplicagfio de uma linhagem de Trichoderma resistente a
iprodione (MAT48R 1) associada 2 metade da dosagem do fungici-
da, foi comparada com a aplicagio do produto em dose recomen-
dada.-

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

O isolado MAT48R1 foi multiplicado em placas de Petri con-
tendo BDA, sendo obtidas suspensdes de conidios através da lava-
gem das coldnias esporulando.

Foram realizadas 10 pulverizagtes, sendo aplicado, aproxima-

damente, 10’ conidios de MAT48R 1/m! de 4gua e 750 g iprodio-
ne/ha, como dosagem recomendada. As pulverizagGes foram ini-
ciadas ap6s o infcio do florescimento, visto ser esta uma fase critica
para infecggo por B. cinerea (5, 15).

A avaliagfo 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 lesOes/folha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecio de isolados de Trichoderma antaginicos a B. cinerea e
producgio de metabélitos. Os isolados que apresentaram maior
crescimento micelial foram MAT30, MAT31, MAT35, MATS6 e
MAT65. As maiores produgOes de. conidios foram obtidas com:
MATL, MAT3, MAT6, MAT9, MATI6, MATI7, MAT22,
MAT27, MAT30, MAT34 e MAT35. Os isolados que apresenta-
ram maior capacidade de hiperparasitismo foram: MATI0,
MATI18, MAT21, MAT22, MAT30, MAT31, MAT34, MAT37,
MAT42, MAT48, MATS56 ¢ MATG3. A partir destes resultados,
foram selecionados 10 isolados, que a seguir, ndo difcriram entre si
quanto a produgfo de metabdtitos inibidores do crescimento mice-
lial de B. cinerea (Quadro 1).

Quadro 1. Inibi¢do do crescimento micelial de Bomytis cinerea por mcta-
bélitos ndo voldteis produzidos por isolados de Trichodenna,
através do método do papel celofane.

Isolado % de inibiqéol
MATI0 100,0°
MAT21 100,0
MAT22 773
MAT30 978
MAT 37 97,8
MAT42 100,0
MAT48 95,5
MATS6 100,0
MATG3 97,8
MATGS 100,0

! Avaliagio realizada dois dias apds a transferéncia dos discos contendo
micélio para as placas de Petri.
Média de 5 repetigdes. Ndo houve difcrenga estatisticamente significati-
va entre as médias.

Desde que a temperatura exerce um importante efeito sobre as
propriedadcs antagonisticas de Trichoderma (19), todas as etapas
de isolamento e selegdo dos antagonistas foram realizadas a 20°C,
temperatura favordvel ao desenvolvimento de B. cinerea. Assim,
supde-se que os fungos selecionados sdo adaptados as condigées
favordveis ao desenvolvimento da doenga.

Obtenciio de linhiagens de Trichoderma resistentes a iprodio-
ne. Linhagens de Trichoderma resistentes a iprodione foram obti-
das, através do método de plaqueamento massal de conidios em
meio com 1000 ppm do fungicida, nas freqiiéncias de: 5,2x10°%;
4,2x10° e 28,8x10” para os isolados MAT37, MAT48 e MAT63,
respectivamente. A comprovagdo da resisténcia, foi verificada atra-
vés do crescimento micelial dos isolados em meio com diferentes
concentragles do fungicida. Os isolados originais (MAT22 e
MATS56) foram inibidos pela concentragio de 10 ppm de iprodio-
ne enquanto as linhagens obtidas (MAT56R1 e MAT56R?2) cres-
ceram em meio de cultura contendo 1000 ppm do fungicida (Qua-
dro 2).

O método de plaqucamento massal de conidios foi escolhido
para a obtengio de linhagens resistentes, visto que utiliza a variabi-
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lidade natural da populagfo do antagonista. Dessa forma, espera-
se que a adaptabilidade do antagonista resistente, assim obtido,
seja maior do que com a obtengio através do uso de agentes muta-
génicos.

As linhagens MAT37R2, MAT48R4 e MAT63R2, apGs 15 ge-
ragdes na auséncia de iprodione, foram transferidas para meio de
cultura de BDA contendo 0, 1, 10, 100 e 1000 ppm do fungicida. A
avaliagio do diametro das colOnias demonstrou que as linhagens
permaneceram resistentes a iprodione, comprovando a estabilida-
de da resisténcia (Quadro 3).

Quadro 2. Crescimento micelial de isolados de Trichoderma sensiveis e re-
sistentes a iprodione em meio de cultura contendo o fungicida.

Concentragdes de iprodione (ppm)
Isolados

0 1 10 100 1000
MAT22 6,70' 272 0 0 0
MATS6 7,98 2,47 0 0 0
MATS6R1 6,88 6,67 6,58 5,63 3,68
MATS6R2 6,15 598 6,07 5,03 3,82

! Dismetro médio das col6nias (cm), 2 dias apés a transferéncia dos dis-
cos contendo micélio. Média de 3 repetigdes.

Quadro 3. Didmetro médio (cm) das coldnias de linhagens de Trichoder-
ma resistentes a iprodione, apSs 15 geragdes na auséncia do

fungicida.
Concentragao de iprodionc (ppm)
Linh
inhagem 0 1 10 100 1000
MAT37R2 47 5,0 49 37 28
MAT48R4 4,7 49 54 40 34
MAT63R2 5.1 55 47 39 2,9

! Média dc 4 repetigdes, apds 2 dias de incubagéo.

Quadro 4. Crescimento micclial ¢ esporulagdo de linhagens de Trichoder-
ma resistentes ou sensiveis a iprodione, em meio de cultura de

Adaptabilidade das linhagens de Trichoderma resistentes a
iprodione. As linhagens de Trichoderma resistentes a iprodione
obtidas a partir dos isolados MAT37 ¢ MAT63 apresentaram uma
alta variabilidade quanto ao crescimento micelial e 2 esporulacio,
sendo que as obtidas do isolado MAT48 comportaram-se como 0
isolado original (Quadro 4). Da mesma forma, a capacidade de hi-
perparasitismo de MAT48R 1, MAT48R2 e MAT48R3 n4o diferiu
de MAT48, comprovando que as linhagens resistentes provenien-
tes do isolado MAT48 sdo as que apresentam maior adaptabilida-~
de ¢, 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 vidvel na superficie de folhas de morangueiro até o maior
perfodo testado (37 dias). O método do ultra-som detectou um
maior nimero de conidios vidveis na superficie da folha de moran-
gueiro, sendo, dessa forma, 0 mais indicado para estudos de sobre-
vivéncia (Quadro 6).

Controle integrado de B. cinerea do morangueiro, em condi-
¢oes de campo. O tratamento qufmico na dosagem recomendada
realizado durante o ciclo do morangueiro resultou em um maior
nimero de frutos sadios do que a sub-dosagem com ou sem a apli-
cagdo do isolado de Trichoderma resistente ao iprodione. O trata-
mento com o isolado de Trichoderma resistente ao iprodione resul-
tou em um ndimero de frutos sadios, significativamente, inferior
aos demais métodos de controle. Ndo houve efeito dos tratamen-
tos na ocorréncia de manchas de Mycosphaerella (Quadro 7).

Quadro 5. Capacidade de hlpcrparasmsmo das linhagens de Tnchodenna
resistentes ou sensiveis a iprodione.

Categoria Linhagem de Trichoderma

1  Trichoderma crescendo
sobre a placa toda

1l Trichoderma crescendo
sobre 75% da placa;
B. cinerea n3o esporulando

Il Trichoderna crescendo
sobre 75% da placa;
B. cinerea esporulando

IMAT63, MAT48, MAT48R1,
MATA48R2, MAT48R3

MAT37, MAT63R2, MAT48R4
MAT37R2, MAT37R3

IV Trichoderma nao crescendo MAT37R1, MAT37R4, MAT63R1,

BDA. sobre B. cinerea MATG3R4
Linhagem Dnﬁmctrf) mcdnc: Conidios prodt'lzndo: 1 Média de 3 repeticdes.
da coldnia (cm) por placa de Petri (x10) Quadro 6. Sobrevivéncia da linhagem MAT48R1 de Trichodermna, resis-
MAT37 4,662 204, 4.1 tente a iprodione, em folha de morangueiro.
MAT37R1 338 69,3 Dias ap6s pulverizagéio
MATST 7 Méiodos
ATITR 504 35 2 6 16 23 30 37
MATSTRS 37 o vl 5 125A' 455A% 550
tra- in. 125A A A 430
MAT37R4 3,16 63,7 re-som > min . A 530A 3U5A
- i 2
MAT4S 449 1672 Ultra-som 10 min. 1275A 180B 630 A 405A S575A 435A
MAT48R1 489 1395 Agitagio 15 min. 257B  59B S50B 35B 40B 34B
MAT48R2 477 146,0 Agitagiio 30 min. 256B 4B 73B 53B 41B - 26B
MAT48R3 4,79 146,8 ! Nimero de conidios vidveis liberados por disco de folha (0,4 cm de dia-
MAT48R4 452 1432 metro).
Médias seguidas de mesma letra nas colunas nio diferem cntre si (Dun-
MAT63 3,74 190,0 can 5%).
MAT63R1 3,18 64,1 Resultados semelhantes foram obtidos por GULLINO & GA-
MAT63R2 5,14 89,3 RIBALDI (11), que testaram uma mistura de oito isolados de Tri-
MAT63R3 42 1139 choderma resistentes a benzimidaz6is € a dicarboximidas para o
. . i, v
MAT63R4 3,38 402 controle de B. cinerea em morangueiros, no norte da Itélia. O nfvel

! Médiade s repetigdes.
Avaliagio realizada aos dois dias de idade.
Avaliagio realizada aos nove dias de idade.
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de controle obtido com o antagonista ndo foi adequado do ponto
de vista comercial.

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



varia entre 20 e 62%, sendo significativamente baixa em perfodos
de alta incidéncia da doenga. Os melhores resultados obtidos com
0 antagonista equiparam-se aos obtidos com o uso de fungicidas
convencionais. Em mistura com os dicarboximidas, o autor afirma
que ndo houve aumento da eficiéncia.

Quadro 7. Efeito do controle integrado de Bowrytis cinerea sobre a produ-

¢4o de morangos.

Nimero de

Tratamento Numero de frutos manchas de
sadias/parcela Mycosphaerella/
folha
Iprodione (750 g/ha)? 297,32’ 29,0
Iprodione (375 g/a) 265,0 ab 28,2
lptogliione (375 g/ha) + MAT48R1 261,6 ab 26,2
(10’ conidios/ml)

MAT48R1 (107 conidios/ml) 2443b 25,0
Testemunha 2553 ab 26,2

; Areada parcela = 24 mz.
Volume aplicado = 500 I/ha.
Média de 6 repetigdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si (Duncan 5%).

Para ADAMS (1), a aplicagio de Trichoderma spp. tem sido
eficiente somente em solo esterilizado, visto que o antagonista ndo
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 € os relatos
de GULLINO & GARIBALDI (11) e ADAMS (1), € discutivel a
capacidade de Trichoderma para o controle de B. cinerea, em con-
digGes de campo.
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