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' BESUMO__

Sementes de caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp. cultivar ‘Maranhao', inoculadas artificialmente com Macrophomina
phaseolina (Tass.) Goid. foram tratadas com o fungo antagonista Trichoderma harzianum e com os fungicidas
Benomil e Tiofanato-metilico. As sementes tratadas foram entdao semeadas em solo autoclavado e solo nao
. autoclavado, em condicoes de casa de vegetacao. No solo autoclavado todos os tratamentos controlaram signifi-
cativamente o patégeno, limitando sua transmissao e aumentando a germinacéo de sementes e desenvolvimento
das plantulas, quando comparadas com sementes nao tratadas. A anélise de variancia detectou diferencas estatis-
ticamente significativas para cada um destes tratamentos, quando comparados a testemunha, para a maioria dos
parametros analisados. O tratamento das sementes inoculadas com o fungo antagénico T. harzianum originou
plantas maiores e uma taxa de crescimento mais rapida em relagao ao tratamento controle. Os resultados obtidos
com o controle biolégico de M. phaseolina em sementes de caupi foram bastante promissores atingindo, em alguns
casos, niveis semelhantes ao obtido com os fungicidas quimicos.

Termos para indexacao: feijao caupi, podridao cinzenta do caule, controle biolégico, controle quimico.

{_ABSTRACT

Cowpea, Vigna unguiculata (L.) Walp. var. ‘Maranhao, seeds artificially inoculated with Macrophomina phaseolina
(Tass.) Goid. were treated with either the antagonistic fungus Trichoderma harzianum, the fungicide benomyl or the
fungicide thiophanate-methyl. Treated seeds were then planted in sterilized and non-sterilized soils under greenhouse
conditions. In the sterilized soil, all treatments significantly controlled the pathogen, limited its transmission, and
improved seed germination and seedling performance in comparison to the untreated control. Analysis of variance
detected statistically significant differences for each of these treatments when compared with the control for most
parameters analyzed. Treatment of the inoculated seeds with the antagonistic fungus T. harzianum vielded larger
seedlings and a more rapid growth rate than that obtained with the untreated seeds in the control treatment.
Biological control of M. phaseolina on cowpea seeds appears quite promising reaching, in some cases, levels similar
. to that obtained with the chemical fungicides.

. Index terms: cowpea, biological control, chemical control.
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Introducao

Nas regides Norte e Nordeste a espécie Vigna
unguiculata (L.) Walp., indexada na literatura cienti-
fica como caupi e conhecida entre os produtores e
consumidores do Ceara como feijao-de-corda, é uti-
lizada em grande escala na alimentacdo humana.
Em outras regites do pais é cultivada como hortalica
para producao de graos verdes e vagens, para ob-
tencao de ramos e folhas destinadas a ragao animal,
ou ainda como adubo verde para recuperacao de
solos degradados. (Aratjo e Watt, 1988).

Um dos principais fatores que limitam a sua
producéo sao as doengas, muitas vezes ocasiona-
das por microrganismos patogénicos associados a
semente, o que pode acarretar grandes perdas a pro-
ducao.

Furlan e Menten (1989) com base em levanta-
mentos realizados no Brasil por LASCA (1978) e
ITO et al. (1981) em Sao Paulo; Tanaka e Deslandes
(1978); Melo (1980); Machado e Pittis (1983) em
Minas Gerais; Menezes et al. (1981) no Parané; Oli-
veira (1984) na Bahia; Santos et al. (1986) no Espi-
rito Santo, concluiram que os fungos associados as
sementes das espécies Vigna e Phaseolus sdo quase
sempre os mesmos, com raras diferencas de uma
regiao para outra. De acordo com Choudhury (1987)
M. phaseolina estd em segundo lugar entre os fungos
mais encontrados no Brasil. Pertencente a classe dos
Deuteromicetos, ordem Sphaeropsidales, cuja for-
ma micelial corresponde a Rhizoctonia bataticola,
este fungo é agente causal da podridéao cinzenta do
caule do feijao, apresentando uma ampla distribui-
gao geografica tendo sido constatado em mais de
400 espécies de plantas hospedeiras. Devido a sua
capacidade de formar esclerdcios, os quais podem
permanecer viaveis no solo por mais de um ano e a
sua atividade saprofitica, oferece um risco constan-
te, sobretudo em regides de clima quente e baixa
umidade. Para Dhingra e Sinclair (1978) a semente
€ 0 meio de transmissao mais estudado e documen-
tado deste fungo, embora o solo e a agua também
concorram para isto.

Ferreira (1983) trabalhando com vinte e duas
cultivares de feijao comum produzidas em
Pernambuco constatou que Macrophomina
phaseolina foi o fungo mais freqtiente com uma inci-
déncia de 23,21%. Estudos realizados por Pessoa
(1986) em sementes da cv. ‘IPA 7419’ desta mesma
espécie, revelaram a presenga de M. phaseolina no
tegumento, cotilédone, hilo, rafe, plimula e hipocétilo.

No tocante ao controle quimico Dudienas et
al. (1990), testaram onze fungicidas em duas culti-
vares de feijoeiro constatando que M. phaseolina foi
eficientemente controlado em plantas que receberam
pulverizacoes com Benomil e Tiofanato metilico. Ja
Zambolim et al. (1982), tratando sementes de varias
espécies, verificaram que o Benomil foi capaz de se
translocar pelo tegumento, indo acumular-se no in-
terior da semente por periodos variaveis de tempo e
em alguns casos houve translocacoes para a radicula
e o hipocdétilo.

Além do controle quimico o tratamento bio-
l6gico, utilizando microrganismos antagdnicos a
fitopatégenos, tem sido também investigado (Braga,
1998; Pessoa, 1986). Knudsen e Bin (1990) evi-
denciaram que T. harzianum tem potencial como
agente de biocontrole sobre varios fungos de solo
tanto por micoparasitismo de hifas e esclerécios
como por antibiose. Robbs (1992) aponta o
hiperparasitismo, a competicao tréfica e a antibiose
como 0s mecanismos mais observados na acao de
fungos fitopatogénicos e considera os géneros
Trichoderma, Chaetomium e Penicillium tao efici-
entes quanto os fungicidas Thiram e Captan. Henis
et al. (1983) citados por Silveira et al. (1994) verifi-
caram que T. harzianum inibiu em 93,36% a for-
macao de esclerécios de Sclerotium rolfsii, diferindo
significativamente de outras espécies do mesmo gé-
nero. Para Martins e Melo (1989) é através da acao
de seus metabdlitos ou pela atividade de enzimas
hidroliticas que estes micoparasitas degradam a pa-
rede celular e se nutrem das células de seus hospe-
deiros.

Tendo em vista a importancia da cultura do
caupi e a necessidade de acrescentar informacoes
que assegurem maior confiabilidade a producao de
sementes sadias, definiu-se como principais objeti-
vos deste estudo, avaliar os efeitos dos tratamentos
quimico e biolégico no controle de M. phaseolina
bem como o estabelecimento e o desenvolvimento
das plantulas.

Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado em labora-
torio e casa-de-vegetagao da éarea de fitossanidade
do Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal do Ceara.

Sementes de caupi, cv. ‘Maranhao, comprova-
damente sadias e com 98% de germinacdo foram
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inoculadas artificialmente com uma suspensao de
esporos de M. phaseolina isolado originalmente de
plantas infectadas desta cultura. O inéculo foi obti-
do pela remocao de colonias cultivadas durante sete
dias em placas de Petri contendo meio de cultura
farinha de soja-agar com superposicao de papel de
filtro, e sobre as quais foram adicionados 20 mL de
agua destilada. As estruturas (picnidios e micélio)
foram removidas com o auxilio de um pincel e
transferidas para frascos de Erlenmeyer, fazendo-se
uma ligeira agitacdo com um bastao de vidro para
quebra dos picnidios e liberagao dos conidios, efe-
tuando-se a seguir uma filtracao através de duas
camadas de gaze. A concentragao do inéculo foi de-
terminada em camara de Neubauer e ajustada para
aproximadamente 1 x 10°esporos/ mL. Apés obten-
¢ao do indculo as sementes foram imersas nesta sus-
penséo por trés minutos. Vencido este tempo
escorreu-se a agua e as sementes foram postas para
secar sobre papel toalha, a temperatura ambiente de
28 °C, por quatro horas.

Para o controle quimico de M. phaseolina em
sementes de caupi, foram selecionados os fungicidas
Benomil (Metil-1 butilcarbamoil-2 benzimidazol
carbamato) e Tiofanato metilico (1.2 bis 3 —
metoxicarbonil — 2 — tioureido benzeno) nas dosa-
gens de 200 e 143 mg/litro de 4gua, respectivamente.
As suspensodes foram preparadas em ‘Beckers’ con-
tendo 60 mL de agua destilada e esterilizada onde
cada fungicida foi adicionado, separadamente, de
modo obter-se a concentracdo de 100 ppm. Cem
sementes da cv. ‘Maranhao foram imersas na sus-
penséo dos dois fungicidas por 30 minutos. Em se-
guida foram retiradas, colocadas em camara timida
fornecida por placas de Petri contendo trés camadas
de papel de filtro, previamente umedecido em agua
destilada esterilizada, por seis horas e ao final deste
tempo, semeadas.

Para o controle biolégico de M. phaseolina em
semente de caupi utilizou-se um isolado de
Trichoderma harzianum cultivado em placas de Petri
contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), incuba-
das sob regime de luz alternada, com fotoperiodo de
12 horas, a 21 + 2 °C durante sete dias, quando as
colénias do antagonista atingiram todo o diametro
da placa (9 cm). O in6culo foi obtido pela adicao de
20 mL de agua destilada e esterilizada para a remo-
cao das estruturas do antagonista com o auxilio de
um pincel. A suspensao obtida foi filtrada através de
gaze esterilizada, recolhida em um ‘Becker’ e agita-
da com bastao de vidro, obtendo-se uma concen-

tracao 2,45 x 107 esporos/mL (determinada em cé-
mara de Neubauer), onde foram imersas cem se-
mentes da cultivar ‘Maranhao durante 30 minutos.
Em seguida foram transferidas para uma camara
Umida por seis horas e logo apds, semeadas em sa-
cos de polietileno contendo em média 1,5 Kg de solo
esterilizado em autoclave (SA) e solo néao
autoclavado (SNA) (Tabela 1) onde foram colo-
cadas duas sementes a 2 cm de profundidade.
Sementes imersas apenas em agua destilada e este-
rilizada foram deixadas como testemunha.

Tabela 1 - Analise quimica de amostras dos solos utilizados nos
experimentos.

Solo autoclavado Solo n&o autoclavado

Elementos

(SA) (SNA)
Fésforo 243,0 mg/cm® ™ 477,0 mg/ecm® ™
Potassio 570,0 mg/cm?® ™ 870,0 mg/cm? ™"
Ca + Mg 5,0 meq/100 cm®* 7,0 meg/100 cm®™
Calcio 2,9 meg/100 cm?® 4.1 meg/100 cm®
Aluminio 0,0 meg/cm?® 0,0 meq/100 cm®
Sédio 114,0 mg/cm?® 204,0 mg/cm®
Matéria organica 1,7 % 2,94 %
pH 7,2 7,7

*médio **alto ***muito alto;
Andlise realizada no Laboratério de Solos da Universidade Federal do Ceara.

O experimento teve duracao de vinte e cinco
dias em ambiente de casa de vegetacéo, sendo re-
gistrada por um termohigrografo a variacao das tem-
peraturas méximas (25 a 34,6 °C) e minimas (19,8
a 26,0 °C), assim como a umidade relativa do ambi-
ente que variou nos intervalos de méximas (82 a
96%) e minimas (56 a 84%). As irrigacdes foram
efetuadas a intervalo de trés dias, utilizando-se man-
gueiras. Foram feitos os registros diarios do niimero
de plantulas germinadas e/ou mortas, assim como o
exame em laboratério dos tecidos infectados.

As avaliagoes foram efetuadas por meio das
seguintes varidveis: transmissao do patégeno, emer-
géncia, sobrevivéncia, velocidade de emergéncia,
altura e peso de matéria seca das plantas.

A taxa de transmissao do patégeno, da semen-
te para planta, foi obtida dividindo-se o niimero de
plantas doentes pelo niimero de pléntulas emergidas.
Foram consideradas infectadas as pléntulas
lesionadas aos 25 dias de semeadura que submeti-
das a cAmara Umida, produziram estruturas de M.
phaseolina. A camara Umida foi realizada apds co-
leta e lavagem das plantas doentes em &gua corrente
e posterior seccionamento das partes lesionadas,
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submetidas a desinfestacao com alcool 50%,
hipoclorito de sédio (NaOCl) a 1% durante 2 minu-
tos e lavagem, por duas vezes consecutivas, em agua
destilada esterilizada. Em seguida os fragmentos fo-
ram distribuidos em placas de Petri contendo trés
camadas de papel de filtro embebido em &gua este-
rilizada e incubados a 21 = 1 °C por cinco dias,
efetuando-se em seguida as avaliacbes para deter-
minacao da taxa de transmissao do patégeno.

A emergéncia foi determinada pela contagem
do niimero total de plantulas emergidas em cada tra-
tamento, em relacdo ao nimero de sementes
utilizadas.O nimero de plantas sobreviventes foi
obtido pela contagem daquelas que estavam vivas
apos vinte e cinco dias da emergéncia.

Para determinacao da altura (cm) foram to-
madas aleatoriamente seis plantas de cada bloco,
totalizando trinta por tratamento, as quais foram
medidas do ponto de insercao das raizes até o apice
da folha mais alta. A matéria seca da parte aérea (g)
foi determinada para estas mesmas plantas, pela di-
visdo do peso total de plantas de cada parcela pelo
nimero das mesmas utilizadas na pesagem, apés
desidratacao em estufa a 80° C durante 48 horas.

O indice de velocidade de emergéncia (IVE)
para cada tratamento foi determinado, de acordo
com Marcos Filho et al. (1987), através do
somatorio do nimero de plantulas emergidas em
cada dia, dividido pelo nimero de dias decorri-
dos entre a semeadura e a emergéncia. Os trata-
mentos foram distribuidos em blocos ao acaso no
modelo fatorial 4 x 2 (quatro tratamentos: Benomil,
Tiofanato metilico, T. harzianum e testemunha em
dois tipos de solos: autoclavado e nao autoclavado)

com cinco repeticoes totalizando 40 unidades ex-
perimentais.

Os dados obtidos em cada avaliagao foram
submetidos a andlise de variancia, sendo os resul-
tados da transmissao do patégeno, emergéncia e
sobrevivéncia de plantas transformados em arco

seno /Xx+05.

As médias de cada tratamento foram compa-
radas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significAncia (Banzatto e Kronka, 1995).

Resultados e Discussao

Os resultados médios obtidos sobre emergén-
cia, transmissao, sobrevivéncia, altura e peso seco
de pléantulas de caupi em solo autoclavado e nao
autoclavado encontram-se na Tabela 2.

Os sintomas de M. phaseolina foram obser-
vados nas plantas da cv. ‘Maranhao’ reduzindo-lhes
a emergéncia e provocando a morte de plantulas pelo
apodrecimento do caule na regiao do colo até 21
dias apds o plantio.

As médias obtidas para o nimero de plantulas
emergidas (Tabela 2) revelaram um acréscimo sig-
nificativo entre tratamentos em ambos os solos utili-
zados. Para o solo autoclavado, Benomil
equiparou-se ao Tiofanato metilico diferindo esta-
tisticamente da testemunha. Sementes tratadas com
T. harzianum embora apresentando uma emergén-
cia inferior ao tratamento com fungicidas nao diferi-
ram destes e nem da testemunha. Nas médias obtidas
para solo nao autoclavado Benomil comportou-se

Tabela 2 - Valores médios e coeficientes de variagao (CV), relativos a emergéncia, transmissao, sobrevivéncia, altura e matéria seca,
avaliados em pléntulas de caupi, cultivadas em solo autoclavado (SA) e ndo autoclavado (SNA), sob condi¢des de casa de vegetacéo,
tratada com fungicidas e T. harzianum. Fortaleza-Ceara, UFC.

Emergéncia ! Transmissao ! Sobrevivéncia ? Altura Matéria seca

Tratamento N° N° N° (cm) (q)

SA SNA SA SNA SA SNA SA SNA SA SNA
Benomil 1,960a? 2,00a 0,707a 0,761a 1,960a 1,840a  28,317a 28,593a 0,88 1,15
Tiofanato 1,960a 1,960ab 0,707a 0,761a 1,960a 1,800a 30,007a 28,856a 1,05 1,40
Trichoderma ~ 1,880ab 1,880ab 0,707a 0,734a 1,888a 1,840a  27,877a 28,237a 1,08 1,30
Testemunha 1,760b 1,760b 0,828b 0,799 1,440b 1,480b 22,437b 21,893b 1,13 1,40
CV(%) 15,30 71,20 2490 2490 24,30
DMS? 0,15 0,077 0,23 4,47 -

! Dados transformados em arco seno -/x+0,5
2Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
® Diferenca minima significativa pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.
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como o mais eficiente sendo superior a testemunha
nao diferindo, contudo, do Tiofanato metilico e de
T. harzianum.

Pelos resultados da transmissao (Tabela 2) ve-
rifica-se que Benomil e Tiofanato metilico nao dife-
riram entre si dentro de cada substrato, revelando a
similaridade de agao dos dois produtos. Entretanto,
em solo autoclavado houve efeito significativo dos
tratamentos quimico e biolégico em relagao a teste-
munha, o0 que nao ocorreu no solo nao autoclavado,
sugerindo que a esterilizacao do solo é um fator posi-
tivo quando as sementes sao tratadas previamente.
Estes resultados contrastam com os obtidos por
Menten e Bueno (1987) ao constatarem que em so-
los desinfestados poderia haver condicoes de desen-
volvimento mais severo de doencas que nos solos
infestados 0 que nao se evidenciou neste trabalho.
Uma maior transmissdao do patégeno, obtida em
solo nao autoclavado, contraria também a afirma-
cao feita por Dhingra e Sinclair (1978) de que M.
phaseolina é um fraco competidor com a flora
microbiana, o que lhe reduziria sensivelmente a po-
pulacao. Os mesmos autores afirmam que um baixo
teor de potassio e matéria organica esta
correlacionado com um maior indice da doenca. A
andlise dos solos utilizados neste ensaio (Tabela 1)
detectou altos indices de potassio em ambos, com
superioridade no solo autoclavado, onde também a
transmissao foi favorecida, nao podendo isoladamen-
te este fator ser considerado neste trabalho como
determinante ou ndo da transmiss&o.

Menten e Bueno citados por Soave e Wetzel
(1987) declaram que o fato de um patégeno estar
presente na semente nao garante que o mesmo ira
infectar a planta proveniente da mesma. Geralmen-
te a taxa de transporte é superior a taxa de transmis-
sado podendo no méaximo ser iguais. Além do
transporte da semente até a planta a transmissao
inclui uma infecgao que origina uma planta enfer-
ma, sendo medida pelos sintomas presumivelmente
originados a partir da associacao patégeno-semente.

Para o parédmetro sobrevivéncia das plantas
(Tabela 2) observa-se que nao houve diferenca sig-
nificativa entre os tratamentos com relagao ao tipo
de solo. Entretanto, os tratamentos aplicados apre-
sentaram-se eficientes no estabelecimento de plan-
tas diferindo estatisticamente da testemunha. A
eficiéncia de T. harzianum na sobrevivéncia de plan-
tas coincide com resultados obtidos por Menezes
(1987) onde 0 mesmo fungo destacou-se como mais
efetivo que os de outra espécie de Trichoderma con-

tra o patdégeno, tanto em solo esterilizado como em
solo nao esterilizado, resultando em maior nimero
de plantas sobreviventes.

Na comparacao dos valores relativos a emer-
géncia nos tratamentos quimico e bioldgico, ainda
na mesma tabela, os melhores resultados foram ob-
tidos para Benomil em solo autoclavado e para
Benomil e Tiofanato metilico em solo nao
autoclavado, que por sua vez nao diferiram do trata-
mento com Trichoderma em nenhum dos solos ana-
lisados. Inicialmente verificou-se que sementes
tratadas com Trichoderma nao diferiram da teste-
munha. Entretanto, quando da avaliagdo do sobre-
vivéncia observou-se um decréscimo no estande
apenas para testemunha, nos dois tipos de solos
analisados, devido ao tombamento de plantas oca-
sionado pelo patdégeno.

Pelos resultados da altura de plantas (Tabela 2)
verifica-se que as sementes tratadas com os
fungicidas e com T. harzianum resultaram em plan-
tas mais desenvolvidas nos dois tipos de solo estu-
dados quando comparados com aquelas que nao
receberam nenhum tratamento. A concentracéo de
esporos de T. harzianum foi suficiente para atingir
um nivel adequado de controle do patégeno.

Baker (1974) sustenta que o acréscimo da al-
tura de plantas induzido por T. harzianum deve-se,
aparentemente, ao controle de patégenos secunda-
rios, os quais reduziriam o crescimento e as ativida-
des das raizes como também inibiriam a producao
de estimulantes do crescimento.

Observa-se ainda que o tipo de substrato nao
alterou significativamente a altura das plantas. En-
tretanto Luz (1993) admite que em solos nao
autoclavados a microflora pode competir com espé-
cies de Trichoderma, colonizando mais rapidamente
a semente, impedindo a atividade desse bioprotetor.
No presente caso isto nao se verificou.

Nota-se também nesta tabela que os tratamen-
tos nado influenciaram no peso de matéria seca das
plantas nao havendo diferencas entre os mesmos e
a testemunha para nenhum dos solos estudados.

As sementes tratadas com Tiofonato metilico
tiveram significativamente maior velocidade de emer-
géncia (Tabela 3) em solo autoclavado quando com-
paradas com aquelas nao tratadas, embora nao
tenham diferido dos demais tratamentos. J& em solo
autoclavado os melhores resultados foram observa-
dos para sementes tratadas com T. harzianum (indi-
ce de 3,12) mostrando superioridade apenas a
testemunha.
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Tabela 3 - indice de velocidade de emergéncia por tratamento e
tipo de solo.

Solo autoclavado Solo nao autoclavado

Tratamento! (SA) (SNA)

Benomil 2,5920ab A 2,8360ab A
Tiofanato 2,7720a A 2,9120ab A
Trichoderma 2,2700ab B 3,1200a A
Testemunha 2,1520b A 24220b A

DMS = 0,59 para tratamentos dentro de tipos de solo.
DMS = 0,73 para tipos de solo dentro de tratamento.

IMédias seguidas por letras distintas, minGsculas na vertical e maitscula na
horizontal, diferem entre si pelo teste de Tukey (P = 0,05).

Na comparacéo entre solo autoclavado e solo
nao autoclavado, nota-se que houve efeito significa-
tivo apenas para sementes tratadas com T.
harzianum, sendo que em solo ndo autoclavado o
Indice de velocidade de Emergéncia foi estatistica-
mente superior.

Oliveira e Sader (1984) em estudos de labo-
ratério e campo para avaliar a qualidade fisiol6gica
de treze cultivares de caupi concluiram que o IVE
(indice de velocidade de emergéncia) e o peso de
matéria seca demonstraram ser estes fatores de rele-
vancia no vigor de plantulas. De acordo com Wu
(1976), plantas que germinam vigorosamente podem
tornar-se mais resistentes ao ataque de fungos
fitopatogénicos no solo.

A acdo de T harzianum sobre o controle de
M. phaseolina demonstrada neste trabalho foi bas-
tante significativa, em alguns casos, atingido niveis
semelhantes ou superiores ao controle quimico, in-
clusive com reducéo significativa na transmissao do
patégeno quando semeado em solo autoclavado.

No presente trabalho pode-se observar ainda
uma intensa nodulacado no sistema radicular da
maioria das plantas, nao se verificando prejuizos
neste sentido pelo uso dos fungicidas Benomil e
Tiofanato metilico e do fungo T. harzianum. Os mes-
mos nao causaram qualquer efeito fitotdxico percep-
tivel as sementes, tendo permitido elevadas
germinacao e sobrevivéncia de plantas.

Conclusoes

A transmissdo do patégeno para as plantas
foi controlada eficazmente pelos métodos quimico e
biolégico, somente em solo autoclavado.

Sementes tratadas com T. harzianum apresen-
taram maior indice de velocidade de emergéncia
quando semeadas em solo nao autoclavado.

O tratamento bioldgico de sementes de caupi
n&o afetou a emergéncia nem o peso da matéria seca
de plantulas, independente do solo utilizado.
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