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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a sensibili-
dade dos isolados selvagens de Trichoderma spp.; T. viride
(Tal1); T. viride (T2b); T. harzianum (Tal8); T. viride (Tligjap);
T. harzianum (TW5) e T. harzianum (TMA4) às concentrações
de 0; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,5µg/ml do ingrediente ativo do fungicida
benomil e 0; 2,5; 5,0; 10,0 e 100,0µg/ml do ingrediente ativo do
fungicida iprodione, in vitro. A avaliação consistiu de esporula-
ção após sete dias de incubação, mediante o preparo de suspen-
são de esporos e contagem em câmara de Neubauer, e do cálculo
da porcentagem de redução de crescimento das colônias (RC%)
em meio BDA suplementado com as doses estabelecidas de cada
fungicida. De modo geral, os fungicidas benomil e iprodione,
presentes em meio de cultura, exerceram efeito negativo sobre o
crescimento micelial e esporulação dos fungos. O isolado TW5
mostrou-se mais resistente com relação à redução de crescimento
na dose de 1,0µg/ml de benomil e na dose de 10,0µg/ml de ipro-
dione, sendo também um dos isolados que mais esporulou em
presença dos fungicidas.

Palavras-chave: Trichoderma spp., controle biológico, resistên-
cia, fungicidas.

SUMMARY

The objective of this work was to evaluate the
sensibility of wild isolates of Trichoderma spp.; T. viride (Tal1);
T. viride (T2b); T. harzianum (Tal8); T. viride (Tligjap); T.
harzianum (TW5) e T. harzianum (TMA4); at concentrations of
0; 0.25; 0.5; 1.0; and 2.5µg/ml of active ingredient of benomyl
and at concentrations of 0; 2.5; 5.0; 10.0 e 100.0µg/ml of
iprodione, in vitro. Fungitoxicity was evaluated by measuring
sporulation, in Neubauer chamber, after seven days of incubation
and calculation of colony growth rate. In general, benomyl and
iprodione impaired micelial growth and sporulation. The isolate
TW5 showed to be less affected by the fungicides. The mycelial
growth was reduced at benomyl and at iprodione, and it also

produced more spores in the presence of fungicides than the
others isolates.

Key words: Trichoderma spp., biological control, resistance,
fungicides.

INTRODUÇÃO

A maioria dos relatos sobre o uso de anta-
gonistas para o controle de doenças induzidas por
fungos fitopatogênicos apresenta o Trichoderma
spp. como um dos mais promissores entre os agentes
de biocontrole (ELAD et al., 1983; HADAR et al.,
1979; CASSIOLATO et al., 1996). No entanto,
poucos trabalhos têm sido realizados a propósito de
resistência induzida a fungicidas, em agentes de
biocontrole, para seu uso no controle integrado de
doenças (HOMECHIN, 1987; CASSIOLATO et al.,
1996; SILVA, 1997).

A indução de resistência a fungicidas em
Trichoderma spp. e a conseqüente seleção de bióti-
pos estáveis para serem utilizados em combinação
com fungicidas são uma opção para se obter um
esquema de controle efetivo que envolve pesquisas
biológicas e químicas no controle integrado de um
ou mais fitopatógenos. Conídios e micélio de isola-
dos resistentes podem ser usados em conjunto com
fungicidas para tratamento de sementes, pulveriza-
ções foliares ou aplicações no solo (PAPAVIZAS,
1985).

Trichoderma spp. tem comportamento
variável em relação a fungicidas, são tolerantes a
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captan, iprodione, etheridiazole, PCNB e thiram,
mas não são tolerantes aos benzimidazóis (ABD-EL
MOITY et al., 1982; ALLEN et al., 1980; CHANG
et al., 1986; PAPAVIZAS, 1980; STRASHNOW et
al., 1985; CASSIOLATO et al., 1996). WENSLEY
& HUANG (1970) recuperaram Trichoderma e
Penicillium sp. de solos tratados com 40 a 160µg de
benomil por grama de solo, e observaram em labo-
ratório que T. viride se desenvolveu em solo conten-
do 5µg de benomil por grama de solo, apesar de ter
sido inibido em meio ágar contendo 1µg do fungici-
da.

Entre os mecanismos de resistência a fun-
gicidas, pode-se citar: modificação no sítio de ação,
resultando em menor afinidade com o fungicida;
desvio do sítio bloqueado por uma operação alterna-
tiva, redução da absorção ou acúmulo do fungicida,
processos de desintoxicação, etc. (DEKKER &
GEORGOPOULOS, 1982; GHINI, 1989).

A resistência aos benzimidazóis em fun-
gos filamentosos pode ser adquirida pela alteração
estrutural da β-tubulina, componente do heterodíme-
ro tubulina dos microtúbulos, tendo em vista que os
benzimidazóis agem diretamente sobre os microtú-
bulos (DAVIDSE & FLACH, 1977; GOLDMAN et
al., 1993).

A importância da indução de biótipos de
Trichoderma spp. resistentes a biocidas está em sua
utilização em combinação com fungicidas em um
esquema de controle efetivo de um ou mais
fitopatógenos, sendo, portanto, necessárias pesquisas
biológicas e químicas. Segundo ABD-EL MOITY et
al. (1982), a combinação de iprodione com um
isolado de T. harzianum, estirpe T, resistente a
iprodione, resultou em um alto índice de controle de
S. cepivorum, em cebola, quando comparado ao
emprego somente do fungicida. Em condições de
campo, isolados de Trichoderma spp., resistentes a
diferentes fungicidas, controlaram parcialmente B.
cinerea em uva quando utilizado sozinho. Melhores
resultados foram obtidos com a combinação de
fungicidas (uma pulverização com benomil ou
vinclozolin) e controle biológico (GULLINO &
GARIBALDI, 1988). A utilização do controle
integrado é um controle mais seguro, havendo
menor perigo de desenvolvimento de resistência no
patógeno (TRONSMO, 1989). O presente trabalho
visou a avaliar a sensibilidade de isolados selvagens
de Trichoderma spp, através do crescimento
micelial e esporulação na presença dos fungicidas
benomil e iprodione in vitro.

MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram conduzidos nos
Laboratórios do Departamento de Biologia da Uni-

versidade Federal de Santa Maria, RS e Departa-
mento de Genética da Escola Superior de Agricultu-
ra “Luiz de Queiroz”/USP, Piracicaba, SP.

Foram utilizados seis isolados de
Trichoderma spp., antagonistas de fitopatógenos,
pertencentes a micoteca do Centro Nacional de
Pesquisa de Monitoramento e Avaliação de Impacto
Ambiental /EMBRAPA, Jaguariúna, SP: T. viride
(Tal1); T. viride (T2b) e T. harzianum (Tal8)
procedentes de culturas de alface de Moji das
Cruzes/SP; T. viride (Tligjap) procedente do Japão;
T. harzianum (TMA4) procedente de culturas de
eucalipto de Piracicaba/SP e T. harzianum (TW5)
cedido pelo Centro Nacional de Pesquisa da Soja-
EMBRAPA, Londrina, PR.

As soluções-estoque dos fungicidas Be-
nomil [1-(butilcarbamoil)-2-benzimidazol carbamato
de metila] na formulação de Benlate 500 (50% de
ingrediente ativo), Du Pont do Brasil S.A; e Iprodio-
ne [3-(3,5-diclorofenil)-N-(1-metil-etil)-2,4-dioxo-
10-timidazolina carboximida] na formulação de
Rovral (50% de ingrediente ativo), Rhodia S.A.,
foram preparadas pela técnica de EDINGTON et al.
(1971), modificada por MENTEN et al. (1976),
dissolvendo-se o produto em 5,0ml de acetona e
completando-se o volume para 100ml de água des-
tilada esterilizada (solução-estoque). A partir desta
solução, foram feitas diluições em série, transferin-
do-se uma alíquota de 1,0ml de cada suspensão para
100ml de meio de cultura fundente, de maneira a
serem obtidas as concentrações desejadas.

O comportamento dos seis isolados de
Trichoderma spp. (Tal1, T2b, Tligjap, Tal8, TMA4
e TW5) foram estudados nas concentrações de 0;
0,25; 0,5; 1,0 e 2,5µg/ml do ingrediente ativo do
fungicida benomil e 0; 2,5; 5,0; 10,0 e 100,0µg/ml
do ingrediente ativo do fungicida iprodione. As
colônias dos seis isolados selvagens foram inicial-
mente cultivadas em meio BDA, composto de 200g
de batata, 20g de dextrose, 15g de ágar, água desti-
lada, suficiente para completar 1000ml; pH 5,6
ajustado com HCl 1N e, após 5 dias de incubação,
discos de meio, contendo micélio e conídios com 0,7
cm de diâmetro, foram retirados da margem das
colônias e transferidos para placas de Petri contendo
BDA suplementado com fungicida. A incubação
deu-se a temperatura ambiente sob luz fluorescente
contínua. Foram usadas três placas de Petri para
cada isolado e cada concentração, constituindo-se
em dois experimentos fatoriais no delineamento em
blocos ao acaso com três repetições. No experimento
um, os seis isolados e as concentrações de 0; 0,25;
0,5; 1,0 e 2,5µg/ml do ingrediente ativo do fungicida
benomil, e no experimento dois os seis isolados e as
concentrações de 0; 2,5; 5,0; 10,0 e 100,0µg/ml do
ingrediente ativo do fungicida iprodione.
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A avaliação consistiu da contagem da es-
porulação, após sete dias de incubação e a partir do
preparo de suspensão de esporos e contagem em
câmara de Neubauer. As suspensões de esporos
foram preparadas em tubos de ensaio com 10ml de
solução de “tween 80” (0,1% de “tween 80” em
água destilada, com posterior autoclavagem e arma-
zenamento em refrigerador a 4°C), colocando dois
discos de meio com 0,7cm de diâmetro, contendo
conídios e micélio das margens das colônias. Em
seguida, os tubos foram mantidos sob agitação por
10 minutos. O cálculo da porcentagem de redução de
crescimento das colônias (RC%) foi realizado utili-
zando-se a fórmula: RC%= (DP - CTF)DP × 100,
onde DP é o diâmetro da placa de Petri (9,0cm) e
CTF é o total de crescimento da colônia (em cm) nos
tratamentos. A medida do diâmetro das colônias em
crescimento foi efetuada no momento em que as
testemunhas (tratamentos na dose 0µg/ml de fungi-
cidas) tiveram crescimento máximo na placa de
Petri.

Foi efetuada uma análise de variância vi-
sando a verificar a existência de interação entre
isolado e concentração de fungicidas, comparação de
médias de isolados pelo teste de Duncan (5%) e
ajuste do modelo de regressão logarítmico para as
concentrações de fungicida, dentro de cada isolado
ou no geral, conforme significância ou não da inter-
ação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O efeito exercido pelas concentrações dos
fungicidas benomil e iprodione sobre o crescimento
micelial e a esporulação dos isolados foi variável de
acordo com os isolados e os fungicidas testados.
Foram observadas interações significativas entre as
concentrações testadas e os isolados, indicando que
houve dependência entre os dois fatores (figuras 1,
2, 3 e 4). De modo geral, os fungicidas benomil e
iprodione, presentes em meio de cultura, exerceram
efeito negativo sobre o crescimento micelial dos
isolados de T. harzianum e T. viride. Para benomil
(figura 1), a partir de 2,5µg/ml, ocorreram reduções
semelhantes no crescimento dos isolados, com exce-
ção do isolado TW5, em que a redução do cresci-
mento micelial foi próxima a 25%, sendo o mais
resistente. A 1,0µg/ml, os isolados TMA4, Tligjap,
Tal8, T2b e Tal1 apresentaram acima de 60% de
redução, sendo que o isolado TW5 foi o mais resis-
tente, abaixo de 40% de redução de crescimento.
Para iprodione (figura 2), foram observadas redu-
ções próximas a 100% no crescimento de todos os
isolados a partir de 100µg/ml. A 10µg/ml, os isola-
dos T2b e Tligjap apresentaram reduções próximas a

70% de crescimento e os isolados Tal8, TMA4 e
Tal1 abaixo de 70% de redução, sendo o isolado
mais resistente o TW5 com cerca de 50% de redução
do crescimento micelial. Na concentração de
5,0µg/ml e 2,5µg/ml, os isolados menos afetados
foram TMA4 e TW5, sendo que o isolado mais
resistente a 2,5µg/ml e a 5,0µg/ml foi TW5.

Como para o crescimento micelial, os
fungicidas benomil e iprodione, presentes em meio
de cultura, também exerceram efeito negativo sobre
a esporulação dos isolados de T. harzianum e T.
viride. O efeito exercido pelos fungicidas foi variá-
vel de acordo com os isolados e as concentrações
testadas. Para benomil (figura 3), a partir de 1µg/ml
não foi observada esporulação nos isolados, com
exceção dos isolados Tal1 e TW5. A 0,5 e
0,25µg/ml, os isolados TMA4, Tal1 e TW5 foram os
que mais esporularam em relação aos demais. Para
iprodione (figura 4), a partir de 10,0µg/ml não houve

Figura 1 - Curvas logarítmicas  da redução do crescimento mice-
lial (%) dos isolados Tal8, TMA4, T2B, Tal1, TW5 e
Tligjap de Trichoderma spp., em função de doses de
benomil.

Figura 2 - Curvas logarítmicas  da redução do crescimento mice-
lial (%) dos isolados Tal8, TMA4, T2B, Tal1, TW5 e
Tligjap de Trichoderma spp., em função de doses de
iprodione.
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esporulação dos isolados. A 0,5µg/ml, apenas os
isolados TMA4 e TW5 esporularam, sendo que o
isolado TMA4 foi o que mais esporulou. A
2,5µg/ml, os mais resistentes foram o TMA4 e Tli-
gjap, sendo ainda o TMA4 o melhor isolado.

O interesse em estudar a resistência de
isolados de Trichoderma spp. a fungicidas está na
utilização deste antagonista no controle integrado de
fitopatógenos. Conídios e micélio de isolados resis-
tentes podem ser usados em conjunto com fungici-
das para tratamento de sementes, pulverizações
foliares ou aplicações no solo (PAPAVIZAS, 1985).
O comportamento de Trichoderma spp. é variável
em relação aos fungicidas de maneira geral, podendo
ser resistentes a iprodione, mas não aos benzimida-
zóis (ABD-EL MOITY et al., 1982; ALLEN et al.,
1980; CHANG et al., 1986; PAPAVIZAS, 1982;
STRASHNOW et al., 1985). Esta afirmação concor-
da com os resultados obtidos que mostram ser os
isolados de T. viride e T. harzianum mais resisten-
tes a iprodione em relação ao benomil (figuras 1, 2,
3 e 4). HOMECHIN (1987) testou sete isolados de

T. harzianum quanto à resistência aos fungicidas
benomil, thiram + iprodione, thiram, thiabendazole e
captan. Concentrações acima de 0,1µg/ml de todos
os fungicidas testados inibiram o crescimento mice-
lial, enquanto que thiram e thiram + iprodione inibi-
ram a esporulação. SANTOS (1989) testou isolados
de Trichoderma spp. quanto a sua resistência ao
benomil, iprodione, captan e procimidone. Os isola-
dos testados foram sensíveis a benomil para todas as
concentrações testadas. Para iprodione, a partir de
1,0µg/ml, foi observada inibição acima de 55%. Os
resultados demonstram (figuras 1, 2, 3 e 4) reduções
no crescimento micelial e na esporulação a partir de
0,25µg/ml de benomil e 2,5µg/ml de iprodione para
os isolados de T. harzianum e T. viride.

CONCLUSÃO

Os fungicidas benomil e iprodione
presentes em meio de cultura exercem efeito
negativo sobre o crescimento micelial dos isolados
de T. harzianum e T. viride. O isolado TW5 de T.
harzianum é o mais resistente na presença dos
fungicidas benomil e iprodione, em relação à
esporulação e ao crescimento in vitro.
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