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RESISTENCIA DE ISOLADOS DE Trichoderma  spp. E
Penicillium spp. A FUNGICIDAS in vitro

Visando a sua utilizagao mum programa integrado
de controle de fitopatdgenos isolados de Trichoderma
pseudokoningii (isoclados BQ. 2, EST.3, EST.4 e MA.7 ),
Trichoderma aureoviride (EQ.7, BQ.8, SR.7), Penicillium
variabili (SR.2) e Penicillium verruculosum (SR.1), fo-
ram testados quanto a sua resisténcia aos fungicidas
captan, benomyl, iprodione e procymidone. O ensaio  foi
conduzido em meio de BDA contendo fungicidas nas seguin-
tes dosagens: captan 1; 10; 50 e 100 ppm, iprodiche, Pro
cymidone e bencomyl 1; 2,5; 5 e 10 ppm.

A avaliagao foi feita atraves da medicao do cres
cimento radial e da contagem de esporos, e foram obtidos
os seguintes resultados: os isolados de T-pseudokoningii
foram resistentes ao captan nas doses 1 e 10 ppm; MA.7 e

e PR.2 a 1 ppm; T. harzianum e todos isolados de T.
aureoviride apresentaram resisténcia as doses de
captan. Ao fungicida procymidone, T. harzianum e todos
isolados de T. aureoviride foram resistentes as doses

testadas. Todos 03 fungicidas inibiram em mais de 80% a
esporulagac dos fungos antagonicos testados.



RESISTANCE OF Trichoderma spp. AND Penicillium .  spp.-
ISOLATES TO FUNGICIDES in vitro

ABSTRACT

Aiming the use in an integrated programme of
control, the biocontrol agents Trichoderma
pseudokoningii (strains EQ.2, EST.3, EST.4 and
MA.7), T. aureoviride (strains BQ.7, ER.8 and SR.7) ,
Penicillium variabile (strain SR.2) ard P.
verruculosum (strain SR.1) were tested to verify their
resistance to fungicides captan, benomyl, iprodione
and procymidine. The trial was carried out in Potato-
Dextrose-Agar medium containing fungicides in the

following concentrations: captan 1, 10, 50 and 100 ppm,
iprodione, procymidine and benomyl 1, 2.5, 5 ard 10
ppm.

The evaluation was made by measuring the radial
growth and the sporulation of the colony. The following
conclusions were obtained from the results: the T.
pseudokoningii isolates were resistant to captan in the
dosages of 1 and 10 ppm; T. harzianum, isolates MA.7 and
BQ.2., and all T. aureoviride isolates were resistant
to the dosages of captan utilized. T. harzianum and T.
aureoviride were resistant to procymidone. All fungicides
used inhibited up to 80% of the sporulation of the
antagonic fungi tested.



RESISTENCIA DE ISOLADOS DE Trichoderma spp. E
Penicillium spp. A FUNGICIDAS in vitro
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INTRODUCAD

Os mecanlsmos de resistencia a fungicidas sao0
tres: adaptagao nao genética, que pode ser perdida se o
fungo for cultlvado em um meio livre de fungicida; re51s
téncia genética que pode depender de uma troca cromosso-
mica; e, devido a heranga extracromosscmica OELP, 1980).
Hastie, (1979) citado por ABD EL MOITY, (1982), também discu
tiu o papel dos fungicidas geneticamente ativos que dao
origem a novos tipos de fungos. Sequndo o autor, entre
os efeitos desses produtos, podem ser incluidas: ma-
tagao, quebra cromossomica, nao disjungac mitdtica e re-
conbinagao.

ABD EL MOITY (1982) salienta que apesar da a-
bundancia de trabalhos de resisténcia de fltopatogenos
a fung1c1das, pouco tem sido feito com relagac a resis-
téncia em agentes de biocontrole, para seu uso em con
trole integrado de doengas. Conidios e micélio de isola-
dos resistentes podem ser empregados conjuntamente
com fungicidas para tratamento de sementes, pulveriza-
coes foliares ou aplicagoes no solo (PAPAVIZAS,1982).

lpnge Agre MS., ESALQ/USP, Departamento de Genética-Cai-

xa Postal B3 - CEP. 13400 - Piracicaba/SP.

2En92 Agr? Dr., FMBRAPA/CNPDA - Caixa Postal 69 - CEP.
13820 - Jaguariuna/SP.



O presente trabalho foi desenvolvido com o ob
jetivo de verificar o comportamento dos isolados de
Trichoderma spp. e Penicillium spp. antagonicos a fi-
topatogenos quanto a resistencia aos fungicidas: captan,
benomyl, iprodione e procymidone.

MATERTATS F MFETODOS

Nos experimentos foram usados isolados antago
nicos a Rhizoctonia solani e Cylindrocladium scoparium,
cuja identificacao encontra-se no Quadro 1.

Quadro 1. Identificacac dos isolados de microrganismos
utilizados nos experimentosl

Isclados Identificacao

EQ.2 Trichoderma pseudckoningii Rifai
EQ.7 Trichoderma aurecoviride Rifai
EQ.8 Trichoderma aureoviride Rifai
EST.3 Trichoderma pseudckeoningii Rifai
EST.4 Trichoderma pseudokoningii Rifai
MA.4 Trichoderma harzianum Rifai

MA.7 Trichoderma pseudokoningii Rifai
SR.1 Penicillium verruculosum Peyronil
SR.2 Penicillium variabile Sopp

SR.7 Trichoderma aureoviride Rifal

1 IGentificados pelo Departamento de Micologia do Centro
de Ciléncias Bioldgicas da Universidade Federal de Per-
nambaco.
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Foram usados ingredientes ativos dos seguintes
fungicidas:
- benomyl:-1- (butilcarbcmoil)-2-benzimidazol carbamato
de metilo 50% (produto camercial Benlate)

- captan: (n-triclorometil-mercapta-4-ciclohexeno-1, 2-
dicarboximida) 75% (produto comercial Captan 75 pm)

- iprodione:3-(3,5-diclorofenil) -n- (l-metiletil) -2,4-
dioxo-1 imidazollidine-carboximida 50% (produto comer-
cial Rovral)

- procymidone ;3-(3,5-diclorofenil)-1, 5-dimetil-3-azali -
cicle-(3,1,0) hexane 2,4-dione 50% (produto comercial
Sumitex)

Os isolados foram cultivades em placas de Pe-
tri contendo meio de BDA por 5 dias a 28°C em condigao
ambiente.

Discos de meio de cultura contendo mitélio com
1,0 cm de diametro foram retirados da margem da coldnia
de cada isolado e transferido para placas de Petri con-
tendo meio de BDA suplementado com fungicida.

0 meic de cultura fol preparado dissolvendo-se
o produto em dgua destilada esterilizada (solugao esto-
que). A partir dessa solugdo foram feitas diluigOes em
serie, transferindo-se uma aliquota de 1,0 ml de cada
suspensao para 100 ml de meio de BDA fundente ( $45°C )
de maneira a obter-se as concentragoes 1,0; 2,5; 5,0;
10,0; 50,0 e 100 ppm. As placas foram mantidas durante
cinco dias em condigao ambiente. Apds esse periodo deter
minou-se a porcentagem de redugac do crescimento da cold
nia, e procedeu-se a contagem de esporos. Cada tratamen-
to foi repetido quatro vezes.
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RESULTADOS

0 fungicida benomyl inibiu totalmente o cresci
mento de todos os isolados em quaisquer das concentra-
coes testadas.

0 efeito exercido pelos fungicidas iprodione,
captan e procymidone foi varidvel de acordo com 0s isg
lados e as concentragoes testadas. Observou-se  inhtera-
¢oes significativas, indicando que houve deperndéncia en
tre os dois fatores.

Para iprodione (Quadro 2) a partir de 5,0 ppm
foram observadas redugdes acima de 70% em todos o8 iso
lados testados. Os isolados EQ.7, EQ.8, SR.7 e MA.4 fo-
ram os mais resistentes, apesar de nao ter sido cobserva-
da reducao abaixo de 58%. Para captan (Quadro 3), obser
vou-se redugao que variou de 0,00 a 97,50%. Os isolados
SR.1 e SR.2 foram os mais sensiveis a esse fungicida em
todas as concentragoes testadas. Ja para os  isolados
MA.4 e BQ.7 nao foi observada redugdo no crescimento pa-
ra nenhuma das doses testadas. Para o fungicida procymi
done ( Quadro 4) o isolado SR.7 foi © mais resistente,
enquanto que os isolados SR.1 e SR.2 foram os mais sensi
veis para todas as concentragoes testadas.

0 fungicida captan (Quadro 5) na concentragao
1,0 ppm foi suficiente para inibir em 84% a esporulagao
do isolado MA.4, sendo esse o isolado mais resistente a
esse fungicida. Os isolados SR.7, SR.1 e SR.2 foram os
mais afetados, com inibigao de 98,18, 98,00 e 96,00% res
pectivamente, na concentragao de 1 ppm.

Para procymidone (Quadro 6) o isolado EST. 3
foi o mais resistente, com 89,51% de inibigdc na concen
tragio de 1,0 ppm. Os isolados MA.7, EST.4 e SR.2, fo-
ram os mais afetados, com redugao de 99,4, 99,33 e 99,0%
respectivamente. Para os fungicidas procymidone e cap~
tan a concentracac de 1,0 pom foi suficiente para inibir
a esporulacac de todos os isolados em 80%. 0 fungicida
iprodione inibiu totalmente a esporulagao.
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D1SCUSSAD

0 uso de sistemas integrados de controle podem
ser usado na agricultura sem afetar a producao e a quali
dade do produto, e ainda minimizar os danos ambientais.
0 potencial de isolados de fungos, como antagonlstas tem
sido longamente estudado, entretanto, Sao escassos o6 t@
balhos com relacao ao desenvolvimento de biotipos resis-
tentes a fungicidas para seu uso em sistemas de manejo
de doengas.

Tratamentos combinados (quimico-biclogico) pa-
ra controlar doencgas, tem apresentado resultados promis-
sores. STRASHNOW et alii (1985) relatam controle de tom—
bamento de feijao induzido por Rhizoctonia gsolani, usan-
do Trichoderma harzianum e brometo de metila. O uso de
Trichoderma harzianum combinado com o iprodione reduziu
a podrldao branca de cebola causada por Sclerotium
cepivorum (ABD EL MOITY, 1982). KRAFT & PAPAVIZAS{1983)
mostraram que sementes de ervilha tratadas com metalaxyl
e Trichoderma harzianum controlaram Pythium ultimum e
Fusarium solani. LIFTSHTIZ et alii (1984) usando um iso-
lado de Trichoderma harzianum resistente a benomyl obti-
veram agao supressora de tombamento causado por Pythium
sp.

0s resultados obtidos no presente trabalho mos
tram um comportamento varidvel dos isolados dos  fungos
antagonistas frente aos fungicidas testados, tendo sido
observadas inibicoes de 100% em todas as concentragoes
de benomyl e 0% para tndas concentragoes de captan para
os isolados BQ.8 (T. aureoviride) e MA.4 (T. harzianum).

A obtengao de isolados resistentes, pode  ser
através de prolongada e repetida exposigao a fung1c1das.
Re51stenc1a, em muitos casos, pode ser devido a adapta-
cao genetlca, e pode ser mantida conservando-se 1solados
em meio contendo o fungicida aproprlado. Mutagao genlca,
québra cromossomica e recomblnagao mitotica podem ser in
cluidas no aparecimento de req1stenc1a de isolados anta-
gonistas, nesse caso o carater é mais estavel.
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Testes de adaptabilidade de antagonistas resis
tentes a fungicidas, devem incluir, alem de crescimento e
esporulagao, produgac de metabolitos fungitoxicos e hi-
perparasitismo.

A maioria dos relatos com indugdo de resisten
cia ou indugao de novos biotipos de fungos antagonistas,
sao do genero Trichoderma. ALLEN et alii (1980), PAPAVI-
ZAS {1981), ABD EL MOITY (1982), STRASHNOW et alii (1985),
CHANG et alii (1986) observaram que Trichoderma spp &
tolerante a brometo de metila, captan, iprodione, etheri
diazole, metalaxil, PCNB e thiram, mas nac € tolerante a
benzimidazois. PAPAVIZAS (1982) obteve biotipos = de
Trichoderma viride e Trichoderma harzianum resistentes a
altas concentragoes de benomyl + thiabendazole e metil
tiofanato. FRAVEL et alii (1985) observaram que dois
isolados de Talarcmyces flavus foram resistentes a cap-
tan, thiabendazol e captan methiran.

Resultados obtidos em laboratorios nac sac ne-
cessariamente repetidos em condigdes naturais. O compor
tamento de antagonicos € varidvel. WENSLEY & CHANG (1970)
observaram que Trichoderma viride foi inibido por 1 yg
de benomyl em meio de cultura, porém, se desenvolveu em
5 X9 do produto em solo.
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