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Metodologia para deteccéao rapida de resisténcia de Trichoderma spp. ao
fungicida Carbendazim
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Os agentes de controle biolégico de doencas podem ser afetados pela exposicdo a produtos fitossanitarios, utilizados

na producdo agricola convencional. E possivel que os fungicidas, inseticidas e herbicidas matem os conidios do agente
de biocontrole Trichoderma spp., causando a reducao de sua eficiéncia no campo. Por ser importante obter isolados
com resisténcia aos insumos especialmente danosos a este bioagente, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
metodologia rapida para selecédo de isolados de Trichoderma spp. resistentes ao Carbendazim, fungicida sistémico

de amplo espectro de acdo. O método proposto utiliza microplacas de poliestireno transparentes com 96 pocos e o
corante Alamar Blue (AB), um indicador de viabilidade celular solivel em agua, atéxico a fungos e humanos. Quando o
patégeno é exposto a um fungicida e é capaz de utilizd-lo como Unica fonte de carbono, ocorre a reducao do corante,
sendo esta reacao colorimétrica, de intensidade varidvel, com passagem da cor azul a rosa, que caracteriza a maior
resisténcia ao fungicida. Para ajustar o método, foram analisados 79 isolados de Trichoderma spp. da colecdo de fungos
e microrganismos funcionais da Embrapa Arroz e Feijdo, provenientes de diversos estados do Brasil, como Bahia, Goias,
Minas Gerais, Parana, Sdo Paulo e Tocantins. Foram avaliadas trés concentracdes de in6culo do antagonista (1 x 105,
108 e 107 conidios de Trichoderma spp. mL™"), e o fungicida Carbendazim nas concentracdes de 10, 100 e 1000 ppm
suspendidos em meio liquido Czapek com 0,05% de dgar. Com as combinagdes entre as suspensdes de conidios e
solucdes dos fungicidas e testemunhas em esquema fatorial 4 x 4, cada isolado foi submetido a 16 tratamentos. Para as
testemunhas, foi utilizada dgua destilada autoclavada e meio Czapek + 0,05% de &gar. Os ensaios foram realizados com
a distribuicdo de 60 ul de suspenséo de conidios+ 10 ul do corante AB + 140 ul da suspensao do fungicida em cada
poco das microplacas. Em seguida, as placas foram vedadas e incubadas no escuro, a 25 °C. Foram realizadas leituras
em espectrofotémetro, apdés 72, 96 e 120 horas, com absorbancia em 570 e 600 nm estimada com auxilio do programa
Gene 5 2.0. Apds a leitura das absorbancias, a porcentagem de reducdo do AB foi estimada conforme a férmula: % de
reducdo do AB = [(02 x A1) - (O1 x A2)]1 / [(R1 x N2) - (R2 x N1)] x 100, onde ; O2 = coeficiente de extingdo molar
(E) de AB oxidado a 600 nm; A1 = absorbéancia de pocos de teste em 570 nm; O1 = E de AB oxidado (azul) a 570 nm;
A2 =absorbancia de pocos de teste em 600 nm; R1 = E de reducdo de AB (rosa) em 570 nm; N2 = absorbancia do
controle negativo a 600 nm; R2 = E de reducao de AB em 600 nm; e N1 = absorbancia do controle negativo em

570 nm. Apds a andlise de variancia dos resultados, verificou-se que a reacdo é afetada pelas concentracoes de indculo
e de fungicida, e também pelo tempo de incubacédo (p<0,001), com interacdo entre estes fatores. Observou-se que

a maioria dos isolados apresentaram alta sensibilidade ao fungicida, encontrando-se apenas 15% de resistentes ao
Carbendazim em 1000 ppm. De acordo com testes de agrupamento e anélise da distancia euclidiana dos Trichodermas
resistentes com os seus locais de origem, ndo ha relacao entre resisténcia e origem geogréafica dos isolados. O método
proposto demonstrou ser rapido e eficiente na deteccao de resisténcia de Trichoderma spp. ao fungicida Carbendazim,
além de apresentar baixo custo, com pouca necessidade de espaco fisico e de mao-de-obra e baixa geracao de residuos
téxicos, em comparacao com o contrario do método laboratorial mais utilizado, que utiliza meio agarizado em placas de
Petri.
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