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1. RESUMO

0 autor estudou diferentes métodos de inoculacao de Verti -
etllium albo-atrum em tomateiro, para subsidiar o desenvolvimento de tra-
balhos, visando a obtencao de resistencia a murcha de Verticilliwm. Tam-
bem estudou protecdo cruzada entre 2 isolados, com diferentes graus de

patogenicidade.

Os trabalhos foram conduzidos em casa de vegetagcao com con-

trole parcial de temperatura.

Os métodos de inoculacao foram conduzidos em épocas diferen

tes e nao puderam ser estatisticamente comparados.

0 método de mergulho de raizes, em suspensao conidial, mos-
trou-se muito drastico, com plantas enfezadas e precocidade na exteriori-
zagdo de sintomas. Possivelmente se mostrara o melhor quando for compa-
rado simultaneamente com os metodos de infestagao do solo com conidios,
infestacao do solo com microesclerodios, infestacao de sementes com coni-
dios e infestagao de sementes com microesclerodios. Contudo, a afirmati

va € puramente especulativa.

A interacao dos dois isolados de V. albo-atrum promoveu al
to nivel de protecao cruzada em tomateiro, quando o isolado pouco patoge-
nico teve sua concentragao conidial 10 e 100 vezes maior que a do isolado

muito patogenico.



2. INTRODUCAO

Verticillium albo-atrum Bke. e Bert. € um dos mais importan
tes parasitas vasculares de plantas superiores. Sua extensa gama de hos
pedeiros, que inclui importantes especies agricolas, entre elas o tomatei
ro e sua ampla distribuicao de um extremo a outro das regioes temperadas
do mundo enfatizam sua importancia. No Brasil, € uma doenca cronica que

pode causar ate 30% na queda de producao, sem causar a morte da planta.

Introducdes de variedades resistentes tém sido  realizadas
por diversas companhias industriais e seu cultivo esta se generalizando .
As variedades Roma VF e Napoli VF representam 70% e 20%, respectivamente,
da area de tomateiro industrial no Estado de Sao Paulo. Estas varieda -
des, entretanto, apresentam diversos defeitos para a industrializagao e,
principalmente,suscetibilidade a diversas doengas, que normalmente sao
secundarias para o tomateiro estaqueado. Ademais, a resisténcia pode

ser quebrada pelo surgimento de novo ''strain' de V. albo-atrum.

Variedades resistentes adaptadas as nossas condicoes clima-
ticas € o metodo ideal de controle, pois minimizam o custo de producao e

sao acessiveis aos agricultores.

Foi realizado um levantamento biblicgrafico sobre métodos
de inoculagdo com V. albo-atrum, com o objetivo de avalia-los em nossas

condicOes, para se precisar qual o mais eficiente e viavel a ser utiliza-
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do em trabalhos de melhoramento de tomateiro. Assim, foram avaliados,
utilizando o cultivar '"Bonny best', os métodos de infestagao de sementes
com conidios, infestacdo de sementes com microesclerodios, infestacdo do
solo com conidios, infestag@o do solo com microesclerddios e método  de
mergulho de raizes em suspensdo conidial de V. albo-atrum.

Controle biologico de doengas de plantas tem sido tentado
pelo uso de organismos nao patogenicos, ou pouco patogenicos contra os pa
togénicos.

Utilizando dois isolados de V. albo-atrum, sendo um de bai-
xa e o outro de alta patogenicidade, usando-os em mistura a concentra-
coes diferentes éé conidios, pretendeu-se estudar a influéncia de um iso-
lado sobre o outro no desenvolvimento de murcha em plantas de tomate San-
ta Cruz var. Kada, para fornecer subsidios aos trabalhos de melhoramento
de tomate, visando resisténcia a V. albo-atrum.



3. REVISAO DE LITERATURA

Muitos ''strains'' de Verticilliuwnm causando murcha em plantas,
produzem micélio escuro de repouso ou microesclerodio e a posigao taxono-
mica destes tipos tem sido o objeto de muitas controvérsias. Segundo
HASTIE (1973), a espécie V. albo-atrum (Reinke § Berthold, 1879) tem prio
ridade sobre V. dahliae (klebahn, 1913). A descrigao original tem sido
interpretada por muitos autores para incluir micelio escuro de repouso e
microesclerocio, sendo V. albo-atrum e V. dahlice tidos como  sinonimos.
Entre os autores encontramos: ISAAC (1949), RUDOLPH (1931), EASTON et
alii (1972), PRESLEY (1941), BENSON e ASHWORTH, Jr. (1976), GALANOPOULOS
e TRIBE (1974), BARNES (1968), SCHNATHORST e MATHRE (1966), etc.

De acordo com WILHELM (1951), V. albo-atrum € um fungo inva
sor do solo, sendo sua existencia saprofitica limitada a uma precaria lo-
cagdo em material de plantasinvadido enquanto patogenico, e sua persisten

cia dependente da durabilidade de estruturas de resistencia.

THANASSOLOUPOULOS e KITSOS (1974) relataram ser o enfezamen
to um sintoma tipico da murcha de Verticilliwm em tomateiro, especialmen-
te quando as plantas sao infectadas no inicio do estagio de desenvolvimen
to.

WILHELM (1955) relatou que Verticillium albo-atrum persis-

tiu por 13 anos em meio de cultura, sobrevivendo por intermédio de micro-



esclerodio no estagio seco da cultura e por 14 anos em solo de campo 1i -
vre de hospedeiros, refletindo a longevidade da estrutura de resistencia.

GREEN, Jr. (1969), estudando o potencial de inoculo e sobre
vivencia de conidio e microesclerodio, determinou que o nimero minimo de
conidios para 100% de infetgéo em tomate, usando planta indicadora foi
5x10*/ de solo, comparado a 100 microesclerodios/g de solo. O potencial
de inoculo com conidios decresceu de 100% a zero apds 3 semanas. Contu-
do, nao houve reducdo no potencial de inoculo com microesclerddio apos 7
semanas .

Segundo SCHREIBER e GREEN, Jr. (1962), em solo mineral, a
percentagem de infeccao em plantas indicadoras, crescidas em solo infesta
do com microesclerodio, nao declinou apos 82 semanas e com micé€lio-coni

dio caiu para zero apos 14 semanas.

GREEN, Jr. (1960) constatou que em solo organico micélio—cg
nidio ndo persistiu além de 36 semanas e apos 82 semanas, o nivel de ino-
culo no solo nao esterilizado infestado com microesclerodio foi de 81,3%.

WILHEIM (1950) nao encontrou nenhuma relacao entre tipo de
solo, condigoes climaticas envolventes, ou passado historico da cultura
do terreno, para que a distribuigao vertical de Verticilliwnm fosse aparen

te. A maxima profundidade encontrada foi de 0,9 m.

EMMATTY e GREEN, Jr. (1969) demonstraram a sensibilidade de
microesclerodio a fungistase do solo e a inibicao da germinagao pela lava
gem com agua na ausencia do solo. Visto que esses propagulos germinzram
quando as lixiviacoes foram descontinuas. A inversado da fungistase do
solo pode ser corrigida pela adicdo de aglcares e amino-acidos.

Segundo SCHREIBER e GREEN, Jr. (1963), mudancas na rizosfe-
ra induzida por exsudatos de raizes de plantas de tomate, aparentemente
estimula a germinacao de microesclerodios, permitindo-lhes entrar a pro -
cesso de infeccao, e que aminoacidos e outros compostos contendo nitroge-

nio foi a fracao de exsudato de raiz de tomate.



ROBERTS (1943), ROBERTS (1944) e WALKER et alii (1954) re=
portaram que infeccoes de plantas de tomate por V. albo-atrum foram esti-
muladas pela aplicagao de adubos nitrogenados. Aplicacoes de fosfatos
ndo tinham efeito significante no progresso da doenga, mas uma deficien -
cia em potassio tende a estimula-la. Em deficiencia de nitrogenio ocor-
reu sempre um retardamento na infeccao. Plantas recebendo adequados su-
primentos de nutrientes minerais obtiveram grande resisténcia a infeccao.

KIRALY et alii (1970) relataram para cultivo de Verticil -
lium albo-atrum ''in vitro' que o Otimo desenvolvimento ocorre com pH 5,9-
6,3; temperatura de 24-27°C; fonte de carbono a L-arabinose e maltose. A
formacao de novos ''strains. com respeito a morfologia, fisiologia e viru -
léncia, € o resultado do processo parassexual ou mutagdo.

NELSON e WILHEIM (1953) determinaram que a temperatura le-
tal a V. albo-atrum de rosa e tomate foi de 47°C para hifas e conidios e
50°C para hifas, conidios e microesclerodios.

POLLOCK e DRYSDALE (1976) explicaram a ausencia de V. albo-
atrum no apice de plantas inoculadas de tomate de alta resistencia, devi-
do a uma reducao na colonizacdo secundaria, sendo que estes tecidos foram

infectados pela inoculacao com conidios através do caule.

Na verificacao da relacao hospedeiro/parasita, entre tomate
e isolados patogenicos de Verticillium, GRIFFITHS e ISAAC (1966) notaram
que a penetragao por formas hialinas dos diferentes isolados foi muito
mais lenta que para culturas com estruturas de resistencia. Em campos
de ensaios ficou demonstrada que a patogenicidade das formas hialinas foi
reduzida, sugerindo uma falta de agressividade para o isolado na ausencia
de estruturas de resistencia. Frequentemente, formas hialinas nao tive-
ram €xito em penetrar intracelularmente os tecidos da raiz e sim penetra-
cao intercelular. Nenhum apressorio tem sido demonstrado em Verticil-

1ium.
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Segundo SELMAN e PEGG (1957), o desenvolvimento de plantas
jovens de tomate infectadas com V. albo-atrum apresenta a area foliar
mais reduzida pela infeccao, sendo isto devido a uma dificuldade das fo-
lhas em se expandirem mais do que a uma diminuicao na taxa de produgao
foliar.

JONES e CRILL (1975) mostraram que sintomas tipicos de mur-
cha de Verticillium em ''seedlings'' de tomate, principalmente flacidez ,
abscisao de cotilédones e impedimento de desenvolvimento da planta, ocor-
reram com 10-14 dias ap0s inoculacdo sobre plantas de variedades susceti-
veis e tolerantes. Nenhum sintoma de murcha apareceu em ''seedlings' ino
culados de Tropic, o qual possui o gene Ve para resistencia a murcha de

Verticillium.

KNAVEL et alii (1965) verificaram que enxertos resistentes
exibiram descoloragcao vascular sem a presenca de V. albo-atrwn, indicando
que certamente os compostos poderiam ser sintetizados pelos organismos na
planta, com subsequente translocacao destes compostos. entre os  tecidos
da planta, para produzir a descoloracao vascular. O fungo nunca foi en-
contrado em tecido, mostrando descoloragao vascular e isto indica a possi
bilidade de toxinas.

HORNER (1953) testou a patogenicidade de V. albo-atrum de
varios hospedeiros em hortela pimenta. Constatou que todos os isolados
cresceram no caule, e que os sintomas tipicos de murcha somente foram ex-
pressos por isolados, originalmente obtidos de hortela pimenta com sinto-
mas de murcha.

LEVY e ISAAC (1976), estudando a colonizagao de tecido ob-
servaram que microesclerodios sao formados na superficie de planta hospe-
deira anterior a invasao, sugerindo um pré-requisito para a colonizagao.
Em plantas resistentes, poucas hifas alcancaram a colonizacao interna, e
quando penetraram, raramente progridem além dos tecidos corticais, onde
ha producao de microesclerddio em contraposicao com plantas suscetiveis ,

que se da no xilema.
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 SCHEFFER et alii (1956), analisando os aspectos fisiologi-
cos da murcha de Vertieillium , observaram que a transpiragao foi inibida
antecedendo e acompanhando a expressao de sintomas. Desfuncdao vascular
na forma de descoloragao e'bloqueio dos vasos foi evidente.

Segundo HEALE e GUPTA (1972), altas concentragoes de exopec
tina liase coincidiram com o ataque da murcha, sugerindo que esta enzima
pode estar envolvida nos processos, comandando o bloqueio dos vasos do xi
lema. Nenhuma endopoligalacturonase nem celulase estaria implicando em

murchamanento, sendo detectadas somente ap0s observagao de avangadessinto
mas.

DIXON e PEGG (1969) concluiram que tiloses sempre ocorrem
subsequente a colonizagao hifalica da raiz, caule e xilema peciolar. Sua
formagao resultou da reagdo especifica do '"strain'' do fungo e hospedeiro ,
nao constitui um mecanismo primario de resiéténcia, e que lise de hifas e

tiloses nao parecem ser relacionadas.

Estudando a invasao vascular de lupulo, TALBOYS (1958) en -
contruu que sintomas agudos estavam usualmente associados com intensa co-
lonizacao micelial do sistema vascular e suaves tiloses. Suaves sinto -
mas estavam associados com escassa colonizagao micelial e intensas tilo -

ses associadas a hiperplasia do xilema.

De acordo com PEGG e DIXON (1969), tiloses tem sido conside
radas como estruturas de defesa do hospedeiro, retardando o desenvolvimen
to de hifas nos vasos ou a rapida colonizacdo por conidios. Contudo, as
tiloses para prevenirem a distribuigao do fungo, devem retardar concomi -
tantemente o transporte de agua mais eficiente do que seria capaz o pato-
geno. Além disso, se tiloses podem retardar ou prevenir a distribuigao
do fungo, elas devem também reduzir a severidade da doenga. Issao nao
foi totalmente constatado.

SINHA e WOOD (1967), analisando resisténcia ¢ suscetibilida
de de plantas de tomate, concluiram que tiloses sugerem ser iniciadas

ndo diretamente por metabolitos do parasita, mas por substancias formadas



pelo hospedeiro como uma resposta a injuria do parasita. Substancias an
ti-fungicas aparecem nos elementos vasculares, e estas finalmente atingem
concentragoes, que reduzem ou inibem o crescimento do parasita, causando
tambem lise de hifas.

PEGG e VESSEY (1973) observaram que plantas de tomate sa-
dias e infectadas com V. albo-atrum possuiam uma enzima constitutiva, a N
acetil-glucosamina, capaz de hidrolizar quitina de hifas. Ele estava
presente em extratos de folha, caule, tecidos de raiz e seiva de xilema .
A infecgao de plantas de tomate resultou num aumento significante na ati-

vidade da quitinase, que foi muito maior na reacao suscetivel.

TJAMOS e SMITH (1974), estudando fitoalexinas em tomate, re
portaram que segmentos de caule de tomate resistente inoculados com sus -
pensao de esporos de V. albo-atrum, acumularam mais o composto antifungi-
co, Risitina, em tecido vascular, do que segmentos de caule suscetiveis .
Risitina nao foi detectada em extratos de tecido vascular nao inoculado.
Diversos outros compostos antifungicos também foram acumulados em caule ,
especialmente na variedade resistente. Assim, a reacgao da variedade re-
sistente a V. albo-atrum € considerada como uma resposta hipersensivel

envolvendo acumulo de Risitina e outros compostos como fitoalexina.

De acordo com POLLOCK e DRYSDALE (1976) em plantas de toma-
te de cultivar de baixa resistencia inoculadas com V. albo-atrum, o aumen
to de compostos fenolicos, de enzimas e a quantidade de fungo, foi bem
maior do que em plantas do cultivar de alta resistencia. As diferengas
nos niveis dessas substancias nos 2 cultivares podem ser um reflexo da di

ferenca na quantidade do fungo presente nas plantas.

BELL (1969), citado por POLLOCK e DRYSDALE (1976), sugeriu
que a velocidade de producao do inibidor pode ser tao importante como a
concentracao final na determinagdo do nivel de resisténcia de um hospedei
TO.

TOKESHI (1971), estudando protecao cruzada em tomateiro, de

monstrou que o cultivar New York resistente a murcha de Verticillium, mas
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suscetivel a murcha de Fusarium e o cultivar Heinz 1548, resistente a
murcha de Fusarium, mas suscetivel a murcha de Verticillium, quando inocu
lados simultaneamente em concentracoes diferentes de Fusarium oxyspoum f.
Sp. iycopersici raca 1 e Verticillium albo-atrum apresentaram protecao
cruzada com Verticillium no cultivar New York e com Fusariwm no cultivar
Heinz 1548. |

MULLER (1958), citado por TOKESHI (1971), estudando fitoale
xinas, reportou que tubérculos de batata resistentes a uma raca de Phyto-
phthora infestans e suscetivel a uma segunda, tornou-se resistente a se-
gunda raga se os tubérculos tinham sido pre-inoculados com a raga a qual
foram resistentes. ‘

SCHNATHORST (1966), trabalhando com 2 ''strains'' de V. albo-
atrum em algodoeiro, sendo um moderado e o outro severamente patogenico ,
demonstrou que quando o ''strain'' moderado foi inoculado e uma inoculagao
desafio com o ''strain' severo foi procedida uma semana mais tarde, com o
potencial de inoculo inferior ao do '"strain'' moderado, as plantas foram
protegidas da severa murcha de VertieiZllium.

Segundo DAVIS (1967), plantas de tomate foram mais resisten
tes a murcha de Fusarium oxysporum f.sp.. lycopersici quando primeiro
inoculadas com formae speciales de Fusarium oxysporum ndao patogenicas ao

tomateiro.

De acordo com WILSON (1958), protecao cruzada entre o fungo
da ferrugem do feijdo, Uromyces phaseoli typica, e o virus do mosaico do
fumo (TMV) foi demonstrado em tecidos de folha de feijao. Folhas de fei
jdo infectadas com TMV mostraram uma resisténcia a ferrugem e folhas com
ferrugem mostraram uma resistencia a infeccao de TMV.

YARWOOD (1956), trabalhando com fungos da ferrugem relatou
que uredosporos de Uromyces phaseoli foram colocados em folhas de giras-
sol antes da inoculacao das folhas com Puceinia helianthi ou em companhia
com o inoculo, as folhas foram protegidas da infeccao de P. helianthi. Si
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milarmente, esporos de P. helianthi protegeram folhas de feijao da infec-
cao de Uromyces phaseoli.

Efeitos marcantes de antagonismo local entre o organiémo da
ferrugem da aveia, Puceinia coronata e o organismo da ferrugem foliar do
trigo, Puceinia recondita, foram verificados por JOHNSTON e HUFFMAN
(1958). Folhas de 'seedlings" de trigo suscetivel a Puccinia recondita
foram inoculadas com uredosporos de Puccinia coronata, antecedendo a ino-
culacdo de Puccinia recondita. As pustulas de ferrugem desenvolvidas nas
folhas foram poucas em numero e de um tipo de infecgdo diferente daquelas
sobre plantas inoculadas s6 com Puccinia recondita.

Segundo LOVREKOVICH e FARKAS (1965) pre-tratamento de  fo-
lhas de fumo com suspensao de Pseudomonas tabaci, mortas pelo aquecimento,

tem induzido protegao contra infecgao por Pseudomonas tabact.

BOZARTH, HECHT e ROSS (1962) reportaram que folhas de fumo
pre-tratadas com Thielaviopsis basicola e inoculadas por desafio com TMV
e vice-versa, apresentaram muito pequenas e poucas lesoes induzidas res -

pectivamente pelo virus e pelo fungo, do que em plantas controle.

BORLAUG (1945), citado por TOKESHI (1971), estudou o efeito
das racas 6 e 11 de Fusarium oxysporum f. sp. lini em produgao de linho .
Plantas inoculadas com uma mistura das ragas 6 e 11 tinham muito baixa
percentagem de plantas doentes em condigoes de campo e casa de vegetagao.

MATTA (1966), citado por TOKESHI (1971), reportou que sinto
mas de murcha de Fusarium em tomate foram reduzidos em plantas pre-inocu
ladas com Verticillium dahliae, F. oxysporum f. sp. dianthae e f. oxyspo-
rum £. sp. callistephi.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Origem dos Isolados de V. albo-atrum e sua Preservagao

0 isolado 19, Ql e IB669 foram obtidas, respectivamente, de
tomateiro procedente de Monte Mor (SP), quiabeiro de Itapui (SP) e berin-
jela de Jardinopolis (SP).

Os isolamentos foram efetuados em placas de Petri com Bata-
ta-Dextrose-Agar (BDA) e posterior preservacdao em tubos de ensaio com 5 g
de solo esterilizado, conforme MENEZES (1975).

Por ocasiao das inoculagoes, procedeu-se a repicagem dos

mesmos em placas de Petri com BDA, e dai para tubos de ensaio também com
BDA, incubados em estufa a 23-24°C até o momento do preparo do inoculo.

4.2. Cultivares de Tomate

Utilizou-se do cultivar "Bonny Best'', gentilmente cedido pe
lo Prof. Dr. Hasime Tokeshi, para metodologia de inoculagao, e de Santa
Cruz Kada , gentilmente cedido pela Cooperativa Central de Cotia (SP), pa
ra o estudo de protegao cruzada. ''Bonny Best'' apresenta alta suscetibi-
lidade a V. albo-atrum e Santa Cruz Kada moderada tolerancia.
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4.3. Preparo do Indculo

4.3.1. Obtencao e Preparo de Conidios

Na producao de conidios usou-se o meio liquido de Tochinai,
cuja composigao segundo TUITE (1969) € de 10,0 g de peptona; 0,5 g de fos
fato monopotassico. 0,25 g de sulfato de magnésio; 20,0 g de maltose;1000
ml de agua destilada.

Foram usados frascos de 250 ml, com 100 ml de meio de Tochi
nai esterilizado a 111°C por 20 minutos. 5 ml de sulfato de estreptomi-
cina a 100 ppm foram colocados em tubos de BDA inclinado com cultura pura
do isolado. ApoOs suave agitacdo, os 5 ml de suspensao fungica foram
transferidos para os frascos de 250 ml, que permaneceram em agitador por
3 a 4 dias. A suspensao conidial foi filtrada em 1a de vidro e papel
lente para remover fragmentos miceliais (GREEN Jr. 1969). A contagem
da suspensao conidial padrao foi realizada no Hemocitometro de Newbauer .
0 inoculo foi acondicionado em caixa de isopor com gelo e levada a casa

de vegetacao onde foi utilizado.

4.3.2. Obtencdo e preparo de microesclerodios

Na producao de microesclerodios foram adicionados 5 ml de
sulfato de estreptomicina a 100 ppm em tubo com cultura de V. albo-atrum.
Apos suave agitacao, 1 ml de suspensao fungica foi transferido para pla -
cas de Petri com BDA diluido a metade e incubadas em estufa a 23-24°C por
7 a 10 dias. O uso de BDA diluido visou evitar o abundante crescimento
vegetativo, promovendo, assim, maior producdo de microesclerodios.

Apos a incubagdo, procedeu-se a remogao dos microesclero -
dios, adicionando agua destilada estéril as placas de Petri e raspando

suavemente com pincel.

A suspensao obtida foi passada em peneiras de 200 mesh, que
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retinha fragmentos de meio e micélio da suspensdo. Seguiu-se filtragem
em papel de filtro Whatman 1, obtendo no filtrado parte dos conidios, e
no papel de filtro microesclerodios e conidios.

O papel de filtro foi lavado com agua estéril, e por cen -
trifugacoes a 500 rpm/5 minutos separou-se os conidios por decantagdo. Os
microesclerodios foram resuspensos em agua.estéril e procedeu-se a conta-
gem em lupa com 60 aumentos, usando 0,02 ml de suspehséo em laminas de vi
dro.

0 inoculo foi acondicionado em caixa de isopor com gelo e
levado a casa de vegetagao, onde foi utilizado.

4.4. Tratamento de Sementes

Sementes de tomate cultivar ''Bonny best'' foram tratadas com
solugdo de hipoclorito de sodio 5% (Q-Boa) diluida na proporgao de 1:10 ,
sob vacuo intermitente por 5 minutos mais 25 minutos em repouso (TOKESHI,
1971), imediantamente lavadas com agua destilada esteril 3 vezes e coloca
das para secagem a sombra.

4.5. Preparo do Solo

Solo recem esterilizado foi seco ao ar (T.F.S.A.), para se
obter o fator de correcao do solo (C). Em seguida, foi seco em estufa
a 180°C por 6 h (T.F.S.E.), para determinar o teor de umidade da T.F.S.A.
(Terra Fina Seca ao Ar).

O fator de corregcao do solo foi de C = 0,82; para ajustamen
tos de solo normal a solo seco ao ar. O teor de umidade da T.F.S.A. foi

de 4%.

A composicdo granulométrica do solo revelou: 15,8% de argi-
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la; 9,6% de areia muito grossa; 30,2% de areia grossa; 24,8% de areia me-
dia; 8,4% de areia fina; 1,7% de areia muito fina:; 25,3% de silte.

4.6. Producao de Mudas de Tomateiro

Mudas de tomateiro do cultivar ''Bonny Best' e Santa Cruz ka
da foram obtidas pela semeadura em 6 fileiras em caixas de madeira esteri
lizadas (41,0 cm.x 31,0 cm x 9,5 cm) com solo esterilizado e . efetuou-se

desbaste para obtengao de mudas homogeneas e vigorosas.

4,7. Reisolamento

Para constatacao da presenca de V. albo-atrum, em tecidos
de xilema com descoloragao, os caules das plantas foram imersos em hipo -
clorito de sodio 5% (Q-Boa), na diluigdo de 1:10 por 1 minuto. Em se -
guida, transferiu-se seccoes de 5-10 mm asseticamente, para placas de Pe
tri com BDA e colocadas em estufa a 23-24°C por 7 dias.

4.8. Criterios de Avaliacao

) Para classificacao de plantas doentes, baseou-se nos crité-
rios utilizados por TOKESHI (1966) modificado como segue:

Classe 0 (zero) - plantas sem sintomas externos ou internos, observados
no caule, cortado ao nivel do solo;
Classe 20 - vasos coloridos até 1/5 do comprimento do caule, com ou sem
outros sintomas visiveis;
Classe 40 - vasos coloridos até 2/5 do comprimento do caule, com pelo
v menos uma folha amareclecida;
Classe 60 - vasos coloridos ate 3/5 do comprimento do caule, com 2 ou

mais folhas amarelecidas;
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Classe 80 - vasos coloridos ate 4/5 do comprimento do caule, maioria de
folhas murchas, com excecao do ponteiro;
Mlasse 100 - vasos coloridos até o ponteiro, plantas mortas ou folhas

murchas até o ponteiro.
Todas as plantas foram cortadas ao nivel do solo, secciona-

das no sentido longitudinal, para constatagao da coloragao dos vasos do
xilema do caule e do peciolo.

4.9. Esterilizagao do Solo, Vasos de Aluminio e Caixas de Madeira

Para todos os experimentos, o solo, 0s vasos e as caixas fo
- ram autoclavados a 121°C por 2 horas.

4.10. Experimento I: Metodologia de Inoculacao de V. albo-atrum em Toma-
teiro

4.10.1. Infestacdo de sementes com conidios

Foi montado um experimento inteiramente casualizado, usando
se 4 tratamentos, com 5 repetigcoes e 8 plantas por vaso.

Os tratamentos consistiam em infestagao de sementes, previa
mente tratados, com suspensao de conidios do isolado T, nas concentragoes
de, respectivamente, 3 x 107; 3 x 10% 3 x 10° e 3 x 104 conidios/ml.

Para isso, 1 g de semente, acondicionada em gaze bem fina |,
foi mergulhada por 5 minutos em 30 ml da suspensao conidial do tratamento,
e, imediatamente, semeada em vasos de aluminio esterilizado com 2 1litros
de capacidade, com solo recém esterilizado. Apos a germinagao, procedeu
-se o desbaste, deixando 7 plantas periféricas e 1 central.

Foram promovidos choques hidricos nas plantas, para ~ morte
de ponta de raizes e liberacdo de exsudatos, segundo BEKER e SNYDER
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(1965) , propiciando a germinagao dos conidios e a penetracao do fungo no
hospedeiro. Todos os tratos culturais necessarios foram empréegados.

A avaliacao se deu 45 dias apos a infestagéo e semeadura
utilizando-se dos critérios do item 4.8,sendo o experimento A montado  em
29/07/77 e avaliado em 12/09/77, e o experimento B em 01/10/77 e avaliado
em 15/11/77.

4.10.2. Infestagao de sementes com microesclerodios.

Foi montado um experimento inteiramente casualizado, usando

-se 3 tratamentos, com 5 repeticoes e 8 plantas por vaso.

Os tratamentos consistiam na peletizagéo de sementes, pre -
viamente tratadas, usando-se Carboximetilcelulose (C.M.C.) como adesivo
e Vermiculita moida e esterilizada como agente secante. A quantidade
de C.M.C. utilizada foi 10,0 g/litro de agua. A proporgao de microescle
rodio do isolado T, por semente foi de 50:1; 100:1 e 150:1.  Os microes-
clerodios foram colocados na solucdo de C.M.C., e, em seguida, procedeu -
-se a peletizagao das sementes.

Sementes peletizadas foram semeadas em vaso de aluminio este
rilizado com 2 litros de capacidade, com solo recém esterilizado e nroce-
deu-se o desbaste nos vasos, deixando 7 plantas periféricas e 1 central.
Choques hidricos foram promovidos as plantas, para favorecer o ataque do
fungo e todos os tratos culturais necessarios foram devidamente emprega -
dos.

A avaliacdo do experimento se deu 45 dias apos a semeadura,
em vasos, utilizando-se dos critérios do item 4.8., sendo o experimento A
montado em 03/12/77 e avaliado em 17/01/78, e o experimento B em 11/12/77
e avaliado em 25/01/78.
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4.10.3. . Infestacdo do solo com conidios

Foi montado um experimento inteiramente casualizado, usando
-se 3 tratamentos, com 5 repeticoes e 8 plantas por vaso.

Os tratamentos consistiam na infestagao do solo, com suspen
sao de comidios do isolado T, nas concentragoes de, respectivamente, 106
conidios/g de solo, 10° conidios/g de solo e 10% conidios/g de solo, ajus
tado a solo seco ao ar.

Solo recém esterilizado suficiente para o enchimento de um
vaso, e ajustado a solo seco ao ar, foi colocado em bandeja dq aluminio.
Procedeu-se a infestacdo com pulverizacOes intermitentes do solo com sus-
pensoes conidiais, misturando bem o solo, para homogeneizagao da infesta-
cao. Foi utilizado um aplicador manual e agua destilada como veiculo .
Sua quantidade variou em funcao da umidade'apresentada pelo solo a ser in
festado.

Mudas de tomateiro cultivar ''Bonny best' com 12 a 14 dias
de idade foram transplantadas para vasos imediatamente apds a infestacgao
do solo e cada vaso recebeu 7 plantas periféricas e 1 central, sendo que
apos o plantio as mudas ficaram 2 a 3 dias sob cobertura de telas de pa-

no para se recuperar do choque do transplante.

Todos os tratos culturais necessarios foram devidamente em-
pregados e choques hidricos foram promovidos as plantas, para favorecer 0
ataque do fungo.

30 dias apOs plantio das mudas em solo infestado, procedeu-
-se a avaliacdo do experimento, utilizando-se dos critérios do item 4.8.,
sendd © experimento A avaliado em 22/12/77 e o experimento B em 12/01/78.
Os resultados foram analisados estatisticamente pela comparacao das mé -
dias dos tratamentos pelo teste de Tukey (GOMES, 1973).
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4.10.4. Infestacdo do solo com microesclerodios

Foi montado um experimento inteiramente casualizado, usande
-se 3 tratamentos, 5 repeticoes e 8 plantas por vaso.

Os tratamentos consistiam na infestagao do solo, com micro-
esclerodios do isolado TZ’ nas quantidades de, respectivamente, 100, 150

e 200 microesclerodios/grama de solo ajustado a solo seco ao ar.

Solo recem esterilizado suficiente para o enchimento de um
vaso, e ajustado a solo seco ao ar, foi colocado em bandeja de aluminio .
Procedeu-se a infestagao por intermédio de pulverizagOes intermitentes
ao solo com suspensao de microesclerodios, misturando bem o solo para ho-
mogeneizacao da infestac@o. Utilizou-se de aplicador manual e agua des-
tilada como veiculo. Sua quantidade variava em funcao da umidade apre -

sentada pelo solo a ser infestado.

Mudas de tomateiro cultivar ''Bonny best' com 12 a 14 dias
de idade foram transplantadas para vasos com solo infestado, imediatamen-
te apos infestacao do solo. Cada vaso recebeu 7 plantas periféricas e 1
central, sendo que apos o plantio as mudas ficaram 2 a 3 dias sob cobertu

ra de tela de pano, para se recuperar do choque de transplante.

Todos os tratos culturais necessarios foram devidamente em-
pregados e choques hidricos foram promovidos as plantas, para favorecer o
ataque do fungo.

30 dias apos o plantio das mudas em solo infestado, proce -
deu-se a avaliacao do experimento, utilizando-se dos critérios do item 4.8.,.
sendo o experimento A -avaliado em 19/12/77 e o experimento B em 11/01/78.
Os resultados foram analisados estatisticamente pela comparacao das mé-
dias dos tratamentos pelo teste de Tukey.
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4.10.5. Mergulho de raizes em suspensoes de conidios

Foi montado um experimento inteiramente casualizado, usando
-se 3 tratamentos, com 5 repeticOes e 8 plantas por vaso.

Os tratamentos consistiam no mergulho de raizesem suspensao
de conidios do isolado T2 nas concentracoes de,. respectivamente , 3 x 105;

3 x 10° e 3 x 107 conidios/ml.

)

Na inoculagdo usou se o método de WELLMAN (1939) e um - fei-
xe de 50 mudas e 40 ml de inoculo em cada tratamento.

Mudas de tomateiro cultivar “Bonny best" com 12 a 14  dias
de idade foram arrancadas das caixas de madeira , procurando nao ferir de-
masiadamente as rafzes, procedendo, em seguida, a lavagem das raizes em
agua corrente de torneira, mergulhando-as na suspensdo de conidios e dei-
xando-as em repouso por 3 minutos. Foram plantadas em vaso de aluminio
esterilizado com capacidade de 2 litros e com solo esterilizado. Cada va
so recebeu 7 plantas perifeéricas e 1 central, sendo que apds o plantio,as
plantas ficaram 2 a 3 dias sob cobertura de tela de pano, para se recupe-
rar do choque do transplante.

Todos os tratos culturais necessarios foram empregados e 30
dias apos a inoculagao. procedeu-se a avaliacao do experimento, utilizan-
do-se dos critéerios do item4.84sendo o experimento A avaliado em 02/12/77
e o experimento B em 21/12/77. Os resultados foram analisados estatisti
camente pela comparacao das médias dos tratamentos pelo teste de Tukey.

4.11. Experimento II: Protecao Cruzada

Foi montado um experimento inteiramente casualizado, com 8
tratamentos. 5 repeticoes e 8 plantas por vaso, usando-se dos isolados Q
e IB669. '
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O teste de patogenicidade revelou ser o isolado Q; muito pa
togenico e IB669 de baixa patogenicidade, quando mudas de tomateiro Santa
Cruz Kada foram inoculadas pelo metodo de mergulho de raizes. Os trata-

mentos usados estao contidos no Quadro abaixov:

Concentragao de Conidios por ml

Tratamentos Isolado Q;  Isolado IB669
Controle 0 0
T, 2x10° 0
T 0 | 2X106
2 6 7
T3 2x10 2x10
T, 2x10° 2x10°
T 2x10° 2x10°
5 6 6
T6 1x10 2x10
T, 2x10° 2x10
TS 0 2x107

40 ml de suspensao conidial foram utilizados para a inocula
gcao com os isolados individuais. Na mistura de isolados, utilizou-se 20
ml de suspensao de cada isolado. As raizes do tomateiro permaneciam i -
mersas na suspensao conidial por 3 minutos As mudas inoculadas  foram
plantadas em vasos de aluminio esterilizados com capacidade de 2 litros ,
com solo esterilizado. Cada vaso recebeu 7 plantas periféricas e 1 cen-
tral, e apos o nlantio as plantas ficaram 2 a 3 dias sob cobertura de

tela de pano, para se recuperar do choque do transplante.

Todos os tratos culturais necessarios foram devidamente
- empregados e 30 dias apos inoculacao das plantas, procedeu-se a avaliagao
do experimento, utilizando-se dos critérios do item 4.3: s¢ndo o experimen
to A avaliado em 21/01/78 ¢ o experimento B em 25/01/78. Os resultados
foram analisados estatisticamente pela comparacao das medias dos tratamen
tos nelo teste de Tukey. ’
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1, Experimento I:. Metodologia de Inoculagcao de Verticillium albo-

‘atrum em Tomateiro.

5.1.1. Infestagao de sementes com conidios.

Em nenhum dos tratamentos as plantas apresentaram descolora
cdo vascular ou sintomas foliares, e nao se conseguiu reisolar o fungo

das raizes e caules de plantas oriundas de sementes infestadas.

O desinfetante usado no tratamento das sementes poderia in-
terferir na penetracao do fungo nas plantas. Assim, usando sementes tra
tadas com o desinfetante e sementes tratadas com agua esteril, constatou-
-se a nao penetragao do fungo nas plantas, mesmo em infestacao com pesada

concentracao de conidios.

A nao colonizagao dos tecidos vasculares pode ser explica -
da assim: a) possivelmente, a temperatura do solo atingiu valores supe -
riores ao maximo, suportado pelos conidios infestantes da semente, impe-
dindo ou prejudicando a germinagao, ou penetracao do fungo. ZENTMYER
(1949) observou que em inoculagoes com conidios nenhum sintoma de murcha
de Vertiecillium ocorreu em abacateiro quando a temperatura do solo atin-
giu 35°C; b) em campo naturalmente infestado com conidios de = V. albo-
atrum, quando plantas suscetiveis estdo presentes exsudam substancias |,

que propiciam a germinagao desses propagulos segundo SCHREIBER e GREEN ,
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Jr. (1963). Em plantas provenientes de sementes infestadas com conidios,
o fenomeno pode nao ocorrer, ou ocorrer tardiamente, por ocasiao dos cho-

ques hidricos, quando os conidios ja perderam sua viabilidade.

5.1.2. Infestacao de sementes com microesclerddios

_ Apenas 5% do total das plantas do experimento apresentaram
descoloracao vascular e sintomas foliares. Aqui também, a ndo coloniza-
cao dos tecidos vasculares pode ser explicada, assim: a) possivelmente ,
a temperatura do solo atingiu valores superiores ao maximo suportado para
germinacao dos microesclerddios ou penetragdo do fungo. BENSON e  ASH-
WORTH, Jr. (1976) infestaram solo com microesclerodios e constataram que
estes propagulos permaneciam viaveis as temperaturas de 26--30°C; b) em
campo naturalmente infestado com microesclerddios de V. albo-atrum, quan-
do plantas suscetiveis estao presentes,exsudam substancias, que propiciam
a germinacao desses propagulos, segundo SCHREIBER e GREEN, Jr. (1963). Em
plantas provenientes de sementes infestadas com microesclerodios, o feno-
meno pode nao ter ocorrido, ou ocorrido tardiamente com os choques hidri-
cos. FEm compensacdo, o estado fisiologico da planta nao propiciou a pe-

netragao e colonizacao dos tecidos vasculares.

5.1.3. Infestacdo do solo com conidios

No tratamento T1 com 104 conidios/grama de solo seco ao ar
nao ocorreu colonizacao dos tecidos do xilema e sintomas externos nas
plantas . Contudo, nos tratamentos T2 e T3 respectivamente 105 e 106 co
nidios/grama de solo seco ao ar, as plantas apresentaram sintomas exter -

nos e descoloracao vascular (Tabela 1)

As analises de variancias dos experimentos A e B (Tabelas 3
e 4, no Apendice) revelam nao ocorrer diferenga significativa ao nivel de
5% de probabilidade entre T2 g TS’ quando suas medias foram comparadas pe

lo teste de Tukey com A = 19,65 e 10,64 respectivamente.
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Os resultados dos experimentos A e B discordaram dos apre-
sentados por GREEN, Jr. (1969), onde as plantas foram mantidas em camara
de crescimento, sob uma condigao de 14 horas de luz diaria a 28°C e
20°C no escuro.

Os resultados dos mesmos experimentos revelam que o poten -
cial de inoculo requerido com conidios, para promover infeccao nas plan -
tas, mesmo em baixo nivel de infecgao, € relativamente alto, sugerindo

que esses propagulos sejam de pequena significancia como inoculo do solo.

Possivelmente, devido ds altas temperaturas registradas no
decorrer dos experimentos, atingindo algumas vezes 34,5°C, foi bloqueado
ou prejudicado o estabelecimento do ciclo das relacGes patogeno hospedei-
ro. Segundo GRIFFITHS e ISAAC (1966) a temperatura Otima de estabeleci
mento da relacao patogeno-hospedeiro € aproximadamente 25°C.

5.1.4. Infestacdo do solo com microesclerddios

Os tratamentos T e T3 respectivamente 100, 150 e 200

T
|
microesclerodios/grama de solo seco ao ar, apresentaram suas plantas com

sintomas externos e descoloracao vascular (Tabela 1).

As analises de variancia dos experimentos A e B (Tabelas 5
e 6, no Apendice) revelam nio ocorrer diferencas significativas ao nivel
de 5% de probabilidade entre os tratamentos Tl’ T2 e T3, quando suas mé-
dias foram comparadas pelo teste de Tukey com A = 23,61 e 21,96 respecti-
mente,

Os resultados dos experimentos A e B estao em conformidade
com os apresentados por GREEN, Jr. (1969).

Sendo os microesclerodios estruturas de resistencia do fun-
go, certamente os efeitos das condicoes ambientais, principalmente a tem-
peratura, foram menos prejudiciais do que para os conidios usados na ine
festacao do solo. A sobrevivéncia dos microesclerodios superou a  dos

conidios, propiciando maior chance de infectar as plantas.
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Apesar de terem sido conduzidos em épocas diferentes, as
flutuagoes de temperaturas foram basicamente identicas nos dois experimen
tos, tendo a temperatura do ar atingido 34,5°C em alguns dias.

5.1.5. Mergulho de raizes em suspensao conidial,

1,'T2 e T, respectivamente 3 x 10°, 3 x 10°

7 o s - )
e 3 x 10" conidios/ml de suspensao, apresentaram suas plantas com sinto -

Os tratamentos T
mas externos e descoloracao vascular (Tabela 1).

A analise de varidncia do experimento A (Tabela 7, no Apéen-
dice) revela ocorrer diferenega significativa ao nivel de 5% de probabili
dade entre T3 e Tl’ quando suas médias foram comparadas pelo Testes de Tu
key com A = 10,98.

A andlise de varidncia do experimento B (Tabela §, no Apen-
dice) revela ocorrer diferengas significativas ao nivel de 5% de probabi
lidade entre T3 e T1 € ‘entie T3 & TZ' quando suas medias foram comparadas
pelo teste de Tukey com A = 8,26,

Os resultados dos experimentos A e B revelam: provavelmente,
o efeito das épocas de conducdo dos experimentos, em que as condicoes de
luz e temperatura foram bem diferentes. O experimento B foi conduzido
em €poca mais chuvosa ou mais nublada, ocorrendo assim, temperaturas mais
baixas que favoreciam o ataque do fungo.

Este método foi o mais drastico na infeccao das plantas,que
se mostraram inicialmente enfezadas, devido ao ataque do patogeno. Apre~

senta grande viabilidade pritica.

Dos métodos estudados, foi aquele em que a expressao dos

primeiros sintomas ocorreu mais cedo. de 7 a 10 dias ap0s a inoculagio.
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Tabela 1. Estimativas das médias dos tratamentos, 30 dias apds a infesta
cao do solo ou inoculacao de plantas com Verticilliwm albo-
atrum* £ i

Métodos de Inoculacao

ISC ISMe MR

Tratamentos EXP.A EXP.B EXP.A EXP.B EXP.A EXP.B

C 0 1 0 0 0 0 0
T, 0 0 37,50°  40,00°  49,00° 56,00°
Ty 8,000 8,50° 42,50 44,00  54,00%° 59,50°C
Ty 20,00 18,50%  55,00*  49,00%  63,00* 69,00
* - Media de 5 repetigOes, 1 vaso com 8 plantas por repetigao.
ISC -Infestacao do solo com conidios. i
ISMe -Infestacao do solo com microesclerodios
MR -Mergulho de raizes em suspensao de conidios.

EXP.A -Experimento A

EXP.B -Experimento B

C -Controle

T1 -104 conidios/g de solo seco ao ar, 100 microesclerodios/g de

, solo seco ao ar e 3 x 105 conidios/ml de suspensao, respectivamen

te_para ISC, ISMe e MR.

T, ~10° conidios/g de solo seco ao ar, 150 microesclerodios/g-de solo
seco ao ar e 3 x 100 conidios/ml de suspensao, respectivamente
para ISC, ISMe e MR.

~10° conidios/g de sglo seco ao ar, 200 microesclerodios/g de solo
seco ao ar e 3 x 10/ conidios/ml de suspensao, respectivamente |,
para ISC, ISMe e MR.

- Médias com a mesma letra em uma coluna sao estatisticamente identicas
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

- Critérios de avaliagdo conforme item 4.8, de Materiais e Métodos.
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5.2. Experimento II: Protecao Cruzada

Em todos os tratamentos as plantas apresentaram sintomas ex

ternos e descoloragao vascular.

Quando os dois isolados foram misturados na mesma proporgao
‘ (T4), nenhuma protecao foi-conseguida. O mesmo ocorreu, quando a concen
tragao do isolado muito patogenico correspondia a metade da concentragao
do isolado pouco patogenico (T6). Utilizando-se a concentragao conidial
do isolado pouco patogenico, 10 vezes maior que a do isolado muito patoge
nico (TS)’ a protecao passou a ser manifestada. O maior grau de prote -
gao cruzada foi conseguido, quando a concentragao do isolado pouco patoge
nico foi 100 vezes maior que a do isolado muito patogenico (T7), conforme
Tabela 2.

Tabela 2. Estimativas das médias dos tratamentos, 30 dias apdos a inocu-
lacao, pelo metodo de mergulho de raizes, com suspensao coni -
dial do isolado Q1 e IB669 de Verticillium albo—atrum*.

Concentragao de Inoculo por ml

Tratamentos  Isolado Q1 Isolado IB669 Experimento A Experimento B

%1 2210° 0 54,00 58,00
T, 0 2x10° 16,502 23 507
T, leOZ 2x102 34,002 37,002
Ty 2x10 2x10 52,50 55,00
Te 2x10° 2x10° 46,00 53,00
T 1x10° 2x10° 48,00° 52,50°
T, 2x10° 2x10’ 20,002 24,502
Ty 0 2x107 17,502 23,502

* - Média de 5 repeicoes, com 1 vaso com 8 plantas por repeticao

- Media com a mesma letra em uma coluna sao estatisticamente identicas
ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

- Critérios de avaliacao conforme o item 4.3 de Matériais e Metodos.
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As analises de variancias dos experimentos A e B (Tabelas 9
e 105, no Apendice) revelam que T 4, T e T6 diferem significativamen-
te ao nivel de 5% de probab111dade de TZ’ TS’ T7 e T8? quando suas medias
foram comparadas pelo teste de Tukey com A = 13,54 e 9,10 respectivamen-

te.

' Os experimentos A e B foram conduzidos na mesma época e re-
velaram que o mecanismo da protegdo cruzada esta relacionado com as pro -
porgoes-de inoculgde cada um dos dois isolados usados nas inoculagbes. Es
tes resultados estdo em conformidade com os de SCHNATHORST e MATHRE (1966)
que estudaram protecao cruzada em algodoeiro com isolados de Verticillium

"albo=atrum, e com TOKESHI (1971) que obteve protegao cruzada entre Fusa-

- rium e Verticillium em tomateiro.

A interagdo de dois isolados, de patogenos de plantas, e
muito importante nos programas de melhoramento, visando variedades resis-
tentes 3s doencas.

A protecdo cruzada € um mecanismo de controle biologico. As
sim, sementes transportando internamente uma estirpe pouco patogenica, po
dem ser usadas como medida de controle bioldogico de uma estirpe mais pato
genica.
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CONCLUSOES
Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

A infestacdo de sementes com conidios nao propiciou a penetragao do

patogeno em nenhuma planta,

A infestacdo de sementes com microesclerodios nao apresentou resulta-
dos favoraveis, pois o numero de plantas com sintomas foi insignifi -
cante.

A infestacdo do solo com conidios nao foi expressiva como método de
inoculacao.

A infestacdo do solo com microesclerodios é eficiente para trabalhos
de inoculagao.

0 mergulho de raizes, em suspensao conidial, foi o que apresentou me-

lhores resultados.

A interacao de dois isolados de V. albo-atrum, distintos em patogeni-

cidade, promoveu alto nivel de protecao cruzada.

O grau de protecao cruzada dependeu da concentracao de inoculo do iso
lado protetor.
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7. SUMMARY

Methods of inoculating Vertieillium albo-atrum in tomatoes
were investigated with the objective of supplementing other studies in
trying to obtain resistence to wilt due to Vertieilliwm. Also investiga-
ted was the effects of cross-protection by two isolates with different de
grees of pathogenicity in the same host plant.

All the experiments were carried out in a green house whose
temperature could be partially controlled. Methods of inoculation were
realised during different seasons and therefore they cannot be compared
statistically.

Pricking roots of tomato plants kept in conidial suspension
provoked a very drastic reaction in these plants; they suffered very hea-
vily and the appearance of external symptoms was very rapid. Most likely
this method would have been better appreciated if it had been executed si
multaneously with other methods of infesting the soil with microesclero -
tia, infestation of seeds with conidia or microsclerotia; however, this

is purely speculative.

The interaction of two isolates of V. albo-atruminduced a
high degree of cross-protection in tomatoes when the conidial concentra-
tion of the less pathogenic isolate was 10 and 100 times more than that
of the more pathogenic one.
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Tabela 3. Analise de variancia da infestagao do solo com conidios de V.
albo-atrum.  Experimento A

Causas de Variacgao GeLi 8.9, Q.M. F

Tratamentos 1 366,02 366,02 s £ - e
Residuo 8 1.445,20 180,65

Total 9 1.811,22

S = 13,44

C.V. = 95,66%

A = 19,56.

Tabela 4. Analise de variancia da infestacao do solo com conidios de V.

atbo~atrum. Experimento B.
Causas de Variacao G.L. B2 Q.M. F
Tratamentos 1 250,00 250,00 4,68™°
Residuo 8 427,50 53,44
Total 9 677,50
S= 7,31
C.V. = 54 154
A = 10,64.
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Tabela 5. Analise de variancia de infestagdo do solo com microesclerd -
dios de V. albo-otrum.  Experimento A.

Causa de Variagao G.L. 5.8, Q.M. F
Tratamentos 2 812,50 406,25 2,06 2S¢
Residuo : 12 2.362,50 196,88

Total 14 3.175,00

S = 14,03

C.V. = 31,18%

A = 23,61

Tabela 6. Analise de variancia da infestacdo do solo com microesclero -
dios de V. albo-—-atrum. Experimento B

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 2 222,53 111,27 0,65 1S
Residuo 12 2.042,20 170,18

Total 14 2.264.73

s = 13,05

C.V. = 29,35%

>
]

21,96
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Tabela 7. Analise de variancia de inoculacao de raizes em suspensao coni
dial de V. albo~atrum.  Experimento A.

Causas de Variagao G.L. 8.0 Q.M. F.
Tratamentos 2 503,33 251,67 5,95 %
Residuo 12 507,50 42,29

Total 14 1.010,83

* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

S = 6,50
C.V« = 11,75%
A 10,94

Tabela 8. Analise de variancia de inoculagao de raizes em suspensao coni
dial de V. albo-atrum.  Experimento B.

Causas de Variagao G.L. S.Q. Q.M. EF.
Tratamentos 2 524,13 262,07 10,86 *
Residuo 12 289,60 24,13 '

Total 14 813,73

* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

4,91
C.V. = 7,98%
8,26.
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Tabela 9. Analise de variancia da inoculacdo com suspensao conidial dos
dos isolados Qi e IB669 de V. albo-atrum.  Experimento A.

Causas de Variagao G.L. S.Q. Q.M. F.

Tratamentos 7 9.108,59 1.301,23 29,69*

Residuo 32 1.402,50 43,83

Total 39 10.511,09

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

= 6,62
C.V. = 18,36%
= 13,54
Tabela 10. Analise de variancia da inoculagdo com suspensao conidial dos
isolados Q e IB669 de V. albo-atrum.  Experimento B.
Causas de Variagao G.L. S.Q. Q.M. F.
Tratamentos 7 8.487,50 1.212 50 57,22 *
Residuo 32 678,00 21,19
Total 39 9.165,50
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
= 4,60
C.V. = 12,29%

9,10



