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INTRODUGAO

Tem sido relatado o uso de antagonistas para o contro
le de doengas induzidas por fungos f1topatogen1cos onde
a maioria mostra Taichoderma Spp. como um dos mais promis-
sores agentes de biocontrole (ELAD et alii, 1983; HADAR et
alii, 1979) No entanto, poucos trabalhos tem s1do reallza
dos a proposito de resisténcia induzida a fungicidas, em
agentes de biocontrole, para seu uso no controle 1ntegrado
de doencgas (ABD-EL MOITY et alii, 1982). Conideos e micé-
lios de isolados resistentes podem ser usados em conjunto
com fungicidas para tratamento de sementes, pulverlzagoes
foliares ou apllcagoes no solo (PAPAVIZAS et alii, 1982),
Trichoderma spp. tem comportamento variavel em relagau a
fungicidas, sao tolerantes a Captan, Iprodione, Etheridia-
zole, PCNB e Thiram, mas sao tolerantes aos benzimidazdis
(ABD-EL MOITY, 1982; ALLEN et alii, 1980; CHANG et alii,
1986; PAPAVIZAS 1982 STRASHNOW et alii, 1985). Entre os
mecanlsmos de re51stenc1a a fungicidas, podem—se citar: mo
dificacao no sitio de agao, com menor afinidade com o fun—
gicida; desvio do sitio bloqueado por uma operagao alterna
tiva; redugao da absorgao ou acumulo do fungicida; proces—
sS08 de destoxificacgao, etc. (DEKKER & GEORGOPOULOS, 1982).
Para Hastie, 1973, citado por ABD-EL MOITY et alii (1981),
o papel de fungicidas geneticamente ativos em causar a for
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magao de novos blOtlpOS de fungos, inclui tambem os
efeltos desses produtos na mutagao génica, quebra cromos-
somica, nao disjuncao mitotica e recombinagao.

0 presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de verificar o comportamento dos isolados de Tirichodewna
hanzianum e Trnichodenma vinide antagonicos a fitopatoge—
nos quanto a resistencia aos fungicidas Benomyl e  Ipro-
dione,

MATERIAL E METODOS

Isolados de Trlchodenma virnide Pers, ex S.F. Gray
e T. harzianum Rifai

Foram utilizadas as seguintes linhagens selvagens de
Trichoderma sp.: T. vinide (Tall), T. virnide (2b) e T.
harnzianum (Tal 8) isoladas da rizosfera de plantas de alfa
ce; T. vinide (T lig Jap) procedente do Japao; T. harzia-
num (TMA4) isolada da rizosfera de plantas de eucalipto e
T. harzianum (TW5) cedida gentilmente pelo CNPSo/EMBRAPA,
Londrina-PR.

Fungicidas

Foram usados os ingredientes ativos dos seguintes
fungicidas:

~ Benomyl: 1 - (butilcarmomoil) - 2 - benzimidazol car
bamato de metila 50% (produto comercial BENLATE);

Iprodione: 3 - (3,5 - diclorofenil) - M - (1 - me-
til-etil) - 2,4 - dioxo - 1 - timidazolina carboximida
50% (produto comercial Rovral).

Teste de Sensibilidade de Isolados de T. virnide e
T. hanzianum aos Fungicidas Benomyl e Iprodione

0 objetivo foi verificar o comportamento dos seis
isolados de Traichoderma sp. (Tal 1, T2b, T lig Jap, Tal
8, TMA4 e TW5), as concentragoes de 0; 0,25; 0,5; 1,0 e
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2,5 ppm do principio ativo do fung1c1da Benomyl e, 0; 2,5;
5,0; 10,0 e 100,0 ppm do pr1nc1p10 ativo do fung1c1da
Iprodlone. As colonlas dos seis isolados selvagens foram
inicialmente cultivadas em meio BDA e, apos 5 dias de incu
bagao, discos de meio com micelios e conldlos de 0,7 cm
de diametro foram retirados da margem das colonlas e trans
feridos para placas de Petri com BDA suplementado com fun-
gicida. 0 meio de cultura com fungicida foi preparado pela
dissolugao do produto em acetona (5,0 ml) e complementagao
do volume para 100 ml com agua destilada esterilizada (so-
1ugao estoque) de acordo com a tecnica de EDGINTON et alii
(1971) modificada por MENTEN et alii (1976). A partir des-
ta solugao, foram feitas diluigaes transferindo uma ali-
quota de 1,0 m{ de cada suspensao para 1000 ml de meio de
BDA fundente (¥ 45°C), de maneira a obter as concentragoes
desejadas para cada fungicida. A incubacao,deu-se a tempe-
ratura ambiente, sob luz fluorescente continua. A avalia-
gao constou da produgao de esporos e da porcentagem de re-
dugao do crescimento das colonias,

a) Esporulacao, apos sete dias de incubagao e a par-
tir do preparo de suspensao de esporos destas e contagem
em camara de Neubauer. As suspensoes foram preparadas em
tubos de ensaio com 10 mf de solugao de Tween 80, com dois
discos de meio com 0,7 cm de diametro, contendo conidios e
micelio das margens das colonias. Em seguida, os tubos fo-
ram mantidos sob agitagao por 10 minutos,

b) Calculo da porcentagem de redugao de crescimento
das colonias (RC%Z), com a formula:

RCZ = [(DP - CTF)/DP] x 100, onde:

DP = diametro da placa de Petri (9,0 cm)

CTF= o total de crescimento da colonia (em cm) nos tra-
tamentos,

A medida do diametro das colonias em crescimento foi
efetuada no momento em que as testemunhas (tratamentos na
dose 0 ppm dos fungicidas) tiveram crescimento maximo na
placa de Petri,
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RESULTADOS

Reagao de Sensibilidade de Isolados de T. virnide e
T. harnzianum aos Fungicidas Benomyl e Iprodione

. Agao dos fungicidas sobre o crescimento micelial
dos isolados selvagens de Trichodenma spp.

As analises de variancia (TABELAS V e VI) dos resul-
tados obtidos para a reacao de sensibilidade dos isolados
de T. viride e T. harzianum aos fungicidas Benomyl e Ipro
dione detectaram pelo menos um contraste significativo
entre os tratamentos, ao nivel de 17 de probabilidadespelo
teste F. 0 efeito exercido pelos fungicidas Benomyl e
Iprodione foi variavel de acordo com os isolados e as
concentragoes testadas. Foram observadas interagoes signi
ficativas entre as concentragoes testadas e os isolados,
o que indica haver dependéncia entre os dois fatores. De
modo geral, os fungicidas Benomyl e Iprodione, presentes
em meio de cultura, exerceram efeito negativo sobre o
crescimento micelial dos isolados.T. harzianum e T. virai-
de. Para Benomyl (TABELA I), a partir de 2,50 ppm ocorre
ram reducoes de 100% no crescimento dos isolados, com ex—
cecao do isolado TW5, o mais resistente, em que a redugao
do crescimento micelial foi proxima a 50%. A 1,0 ppm os
isolados TMA4 e T lig Jap sofreram 1007 de redugao e os
isolados Tal 8, T2b e Tal 1 acima de 807 de reducao, sen-
do que o isolado TW5 foi o mais resistente, com cerca de
7% de reducao. As doses de 0,25 e 0,50 ppm do  fungicida
nao diferiram significativamente entre si, ao nivel de 1%
de probabilidade, pelo teste de Tukey, em relagao a redu-
¢ao do crescimento micelial dos isolados. Nesta dose, fo-
ram observadas redugoes do crescimento micelial dos_isola
dos acima de 50%, com excegao do isolado TW5, que nao foi
sensivel a essas doses.

_ Para Iprodione (TABELA II), foram observadas redu-
goes de 1007 no crescimento de todos os isolados a ~ par-
tir de 100 ppm. A 10 ppm os isolados T2b e T lig Jap so-
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freram 100% de redugao e os isolados Ta 18, TMA4 e Tal 1
acima de 70% de redugao, sendo o isolado mais resistente
o TW5 com cerca de 507 de reduggo do crescimento micelial,
Nas concentragoes de 5,0 ppm e de 2,50 ppm os isolados
menos afetados foram TMA4 e TW5. O isolado mais resisten-
te a 2,5 ppm foi TMA4, e a 5,0 ppm foi TW5,

. Acao dos fungicidas sobre a esporulagao de Tricho-
dexma spp.

Atraves das analises de variancia (TABELAS VII e
VIII) foram detectadas diferengas significativas entre os
tratamentos pelo teste F, ao nivel de 17 de probabilida—
de. Foram observadas interagoes significativas entre as
concentragoes testadas e os isolados, o que indica haver
dependencia entre os dois fatores., Como para o crescimen-
to micelial, os fungicidas Benomyl e Iprodione, presentes
em m eio de cultura, também exerceram efeito negativo so-
bre a esporulagao dos isolados de T. hanzdianum e T, viri-
de. 0 efeito exercido pelos fungicidas foi variavel de
acordo com os isolados e as concentragoes testadas., Para
Benomyl (TABELA III), a partir de 1 ppm nao foi observada
esporulagao nos isolados, com excegao dos isolados Tal 1
e TW5, em que a quantidade observada de esporos diferiu
significativamente dos demais, ao nivel de 1% de probabi-
lidade, pelo teste de Tukey. A 0,5 e 0,25 ppm os isolados
TMA4 e TW5 foram os que mais esporularam.,

Para Iprodione (TABELA IV), a partir de 10,0 ppm nao
houve esporulagao dos isolados. A 5,0 ppm, apenas os iso-
lados TMA4 e TW5 esporularam, O isolado TMA4 foi o que
mais esporulou. A 2,5 ppm, os mais resistentes foram o
TMA4 e T 1lig Jap, sendo ainda TMA4 o melhor isolado.
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DISCUSSAO

0 interesse em estudar a resisténcia de isolados de
Trichoderma spp. a fungicidas esta na ut111zagao deste an
tagonista no controle integrado de fitopatogenos. Coni-
dios e micelios de isolados resistentes podem ser wusados
em conjunto com fungicidas para tratamento de sementes,
pulverizagoes foliares ou aplicagoes no solo (PAPAVIZAS
et alii, 1982). O comportamento de Tiichodeema spp. & va-
riavel em relagao aos fungicidas de maneira geral, poden-
do ser resistentes a Iprodione, mas nao aos Benzimidazdis
(ABD-EL MOITY, 1982; ALLEN et alii, 1980; CHANG et alii,
1986; PAPAVIZAS 1982 STRASHNOW et alii, 1985). Esta
aflrmagao corrobora os resultados obtldos que mostram ser
os isolados de T. viride e T. harzianum mais resistentes
a Iprodione do que ao Benomyl (TABELAS I, II, III e 1IV),.
HOMECHIN (1987) testou sete isolados de T ha&z&anum quan
to a resisténcia aos fungicidas Benomyl, Thlram + Iprodlo
ne, Thiram, Thiabendazole e Captan. Concentragoes acima

de 0 1 ppm de todos os fungicidas testados inibiram o
cresc1mento micelial, enquanto que, Thiram e Thiram +
Iprodione inibiram a esporulagao. SANTOS (1989) - testou

isolados de Trichodesama Spp. quanto a sua resisténcia ao
Benomyl, Iprodlone Captan e Procymidone, Os isolados tes
tados foram sensiveis a Benomyl para todas concentragoes
testadas. Para Iprodione, a partir de 1,0 ppm foi observa
da inibigao acima de 55%, Para os funglcldas Captan e Pro
cymidone a inibigao foi variavel entre os isolados. Os
resultados (TABELAS I, II, III e IV) mostram redugoes no
crescimento micelial e na esporulagao a partir de 0,25
ppm de Benomyl e de 2,50 ppm de Iprodione para os isola-
dos de T. harzianum e T viride .

RESUMO

Isolados de T. harzianum (T a 18, TMA4 e TWS e de
T. vindide (Tal 1, T2b e T lig Jap), o testados quanto
a sua re81stenc1a aos fungicidas Benomyl e Iprodione, com
o objetivo de serem utilizados num programa integrado de
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TABELA V. Valores e significancias dos quadrados medios

(@M) e coeficientes de variagao (cv) de agao de

Benomyl sobre o

crescimento micelial de isolados

de Tnichoderma spp.l

Causas de Variagao GL QM
Blocos 2

Doses 4 15084 ,06%%
Tratamentos 5 4109, 74%*
Doses x Tratamentos 20 373,33%%
Residuo 58 5,65
Total 89

Média Geral

cv

47,54
5,00%

*% Significativo ao nivel
te F,

de 1% de probabilidade pelo tes-

1 pados transformados em arc sen v7 /100 .
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TABELA VI, Valores e significancias dos quadrados médios
(@M) e coeficientes de variagao (CV) da agao
do Iprodione sobre o crescimento micelial de l

isolados de Trichoderma spp.! |

Causas de Variagao GL QM
Blocos 2
Doses 4 17749,11%%*
Tratamentos 5 546,98**
Doses x Tratamentos 20 182,69%%*
Residuo 58 2,21
Total 89
|
Media Geral = 52,10 |
cv = 2,857

** Significativo ao nivel de 17 de probabilidade pelo tes
te F,

1 pados transformados em arc sen vZ 7100 s
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TABELA VII. Valores e significancias dos quadrados médios
(QM) e coeficientes de variagao (CV) da  agao
de Benomyl sobre a esporulagao dos isolados de

Trichoderma spp.!

Cuasas de Variagao GL QM
Blocos 2

Doses 4 21,456%%
Tratamentos 5 1,898%*
Doses x Tratamentos 20 0,938%*
Residuo 58 0,073
Total 89

Media Geral = 0,891
cv = 31,27

*% Significativo ao nivel de 17 de probabilidade pelo tes-
te F,

1 pados transformados em log (x + 1).
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TABELA VIII, Valores e significancias dos quadrados mé-
dios (QM) e coeficientes de variagao (CV) da
acao de Iprodione sobre a esporulagao dos

isolados de Trichoderma spp.!

Causas de Variagao GL QM
Blocos 2

Doses 4 48,143%*
Tratamentos 5 0,562%%*
Doses x Tratamentos 20 0,203%%
Residuo 58

Total 89

Media Geral = 0,986
cv 26,1%

%% Significativo ao nivel de 17 de probabilidade pelo tes
te F. -

1 Dados transformados em log (x + 1).
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fitopatogenos. O ensaio foi conduzido em meio BDA contendo
o principio ativo dos fungicidas nas seguintes doses: Beno
myl 0,25; 0,50; 1,00 e 2,50 ppm e Iprodione 2,5; 5,0; 10,0
e 100,0 ppm. A avaliacao foi feita atraves da medigao = do
crescimento radial e da contagem de esporos, e foram obti-
dos os seguintes resultados: Para Benomyl, a partir de
2,50 ppm ocorreram redugoes de 100% no crescimento dos
isolados, com excegao do isolado TW5, em que a redugao do
crescimento micelial foi proxima a 50%; a 1,0 ppm ocorre-
ram redugoes acima de 807 no crescimento dos isolados, sen
do que o isolado TW5 foi o mais resistente, com cerca de
7% de redugao, nao foi observada esporulagao dos 1isolados
na mesma dose, com excecao dos isolados Tal 1 e TW5. Para
Iprodione, a partir de 10,0 ppm ocorreram redugoes acima
de 70% no crescimento dos isolados, com excegao do isolado
TW5 com cerca de 50% de redugao, nao foi observada esporu-
lagao dos isolados na mesma dose. A 5,0 ppm, apenas os iso
lados TMA4 e TW5 esporularam, -

Palavras-chave: Trichodeama spp., reagao, Benomyl, Iprodio

ne,

SUMMARY

REACTION OF Trichoderma harnzianum AND Trichoderma virdide
ISOLATES TO BENOMYL AND IPRODIONE IN VITRO

Wild strains of T. harzdanum (Tal 8), TMA.4 and TW5)
and T. vindide (Tal 1, T2b and T lig Jap) were tested in
vitro in order to evaluate their resistance to the fungi-

cides Benomyl and Iprodione. The main objective was to
select the best one to use in the integrated control of
diseases. The trials were carried out in PDA medium with
the fungicides in the following dosages: Benomyl 0.23;

0.50; 1,00 and 2,50 ppm and Iprodione 2,5; 5.0; 10.0 and
100.0 ppm. The evaluation was done in relation to sporula-
tion and growth diameter and the results obtained showed
that up to 2.5 ppm of Benomyl inhibited completely the
mycelial growth of Tadichoderma, except for the strain TW5
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that presented 50% of growth reduction in that concentra-
tion. As to Iprodione there was a mycelial growth re-
duction of about 707 up to 10.0 ppm for all strains, with
exception of the strain TW5 that presented 507 of growth
reduction. The strains TMA4 and CNPDA-TW5 sporulated in
the dosage of 5.0 ppm. These results showed that the wild
strain TW5 is tolerant to low dosages of Iprodione and
Benomyl and that it can be used in an integrated control
programme and also it can be improved with the objective
of getting a superior strain in relation to resistance.

Key words: Trnichodenma spp., reaction, Benomyl, Iprodio—
ne.
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