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RESUMO

O Brasil se destaca no cenario mundial como um dos principais produtores de feijdo.
Entretanto, varios problemas fitossanitarios contribuem para reducéo da renda liquida auferida
na exploragdo da cultura, entre os quais, 0 mofo branco e a podriddo de esclerodio, causadas
pelos fungos Sclerotinia sclerotiorum (SS) e Sclerotium rolfsii (SR), respectivamente,
reconhecidas como principais doencas do feijdo. O controle biologico, pelo uso de
Trichoderma tem sido proposto como um dos métodos de manejo das doencas. Espécies desse
género possuem grande importancia agrondmica e atuam como decompositores primarios de
matéria organica, destacando-se também pela producdo de metabdlitos e enzimas com
propriedades antifangicas. Em face disso, o trabalho foi conduzido com o objetivo de
identificar isolados de Trichoderma com potencial de uso contra SS e SR. Cento e quarenta e
nove isolados foram testados in vitro e 50 destes foram pré-selecionados e identificados com
base no sequenciamento das regides ITS e TEF do rDNA. Dentre esses, foram identificadas
sete espécies do género Trichoderma: T. harzianum, T. stromaticum, T. koningiopsis, T.
asperellum, T. tomentosum, T. spirale e T. erinaceum. Vinte isolados foram testados em casa
de vegetacdo. Resultados desse estudo mostram que, in vitro, 10,6% dos isolados testados
contra SS e 14% contra SR apresentaram nota 1 no pareamento de cultura; 15,33% dos
isolados para SS e 4,6% para SR mostram niveis elevados de antagonismo quanto a inibicéo
micelial do patdgeno por metabolitos ndo-volateis. Dos 20 isolados selecionados para 0s
estudos em casa de vegetagéo, quatro se destacaram: CEN207 (T. koningiopsis), CEN188 (T.
spirale), CEN200 (T. koningiopsis) e CEN189 (T. spirale) sobre os demais quanto a
promoc&o de crescimento. A técnica de identificacdo por MALDI TOF MS foi utilizada com
oito dos isolados de Trichoderma previamente identificados com base no sequenciamento de
fragmentos do DNA, agrupando-se de acordo com as espécies, conforme o esperado e
formando clados no dendograma. Metabolito bruto extraido do isolado CEN277 (T.
crescimento micelial de S. sclerotiorum. As técnicas utilizadas com cromatografia liquida e
MALDI TOF MS, embora iniciais, proporcionaram resultados interessantes e necessitam de
mais dedicagdo para a obtencdo de resultados conclusivos na identificacdo das moléculas
envolvidas.

Palavras-chave: Trichoderma, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, identificacdo

molecular, selecdo de agentes de biocontrole.



ABSTRACT

Brazil stands out in the global scenario as one the leading producers of beans. However, many
phytossanitary problems contribute to a reduction of yield, including white mold and sclerotia
rot, caused by the fungi Sclerotinia sclerotiorum (SS) and Sclerotium rolfsii (SR)
respectively, whith are recognized as major bean diseases. Biological control using
Trichoderma has been proposed as a method of managing these diseases. Species of this
genus are, of great agronomic interest and act as primary decomposers of organic material and
are, also highlighted by the production of enzymes and metabolites with antifungal properties.
For this reason, this study was conducted in order to identify Trichoderma isolates able to
implement the biocontrol of these diseases. One hundred forty-nine isolates were tested in
vitro and 50 of these were pre-selected and identified based on sequencing of the TEF and
ITS regions of rIDNA. Seven species of Trichoderma have been identified based on molecular
characterization: T. harzianum, T. stromaticum, T. koningiopsis, T. asperellum, T.
tomentosum, T. spirale and T. erinaceum. Among fifty isolates, 20 were tested under
greenhouse conditions. Results of this study show that, in vitro, 10.6% of the isolates tested
against SS and 14% against SR reached note 1 in paired culture; 15.33% of the isolates for SS
and 4.6% for SR show elevated levels of antagonism regarding pathogen mycelial inhibition
by non-volatile metabolits. From 20 isolates selected for studies under greenhouse conditions,
four stood out compared to others, as promoting growth: CEN207 (T. koningiopsis), CEN188
(T. spirale), CEN200 (T. koningiopsis) and CEN189 (T. spirale). The technique of
identification by MALDI TOF MS was used with eight isolates of Trichoderma previously
identified based on DNA sequencing, grouped according to the species, as expected forming a
clade on the dendrogram. Crude metabolite extracted from the CEN277 (T. asperellum) was
analyzed by HPLC and showed great potential for the inhibition of mycelial growth of S.
sclerotiorum. The techniques used in liquid chromatography and MALDI TOF MS, although
preliminars, have provided interesting results and motivate further studies to identils the
involved molecule.

Keywords: Trichoderma, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, molecular

identification, selection of biocontrol agent.



INTRODUCAO

O Brasil aparece no cenario mundial como principal produtor e também maior
consumidor de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.). O consumo per capita da leguminosa
no pais vem aumentando ao longo dos anos e hoje esta situado entre 16,0-19,0
kg/habitante/ano. A preferéncia do brasileiro € regionalizada, diferenciando-se quanto a cor e
ao tipo de grdo, embora os feijGes do grupo carioca sejam aceitos em praticamente todo o pais
e, portanto, sdo os mais cultivados (MAPA, 2013). Essa cultura, de grande importancia social
e econdmica, € explorada por diferentes tipos de produtores, nas diversas regifes do pais,
utilizando diferentes niveis tecnoldgicos. Entretanto, o0 maior volume produzido no pais é
atribuido aos pequenos produtores, que utilizam quase sempre médo de obra familiar e séo
responsaveis por quase 70% da producdo nacional do grdo (Silva & Wander, 2013). Nos
ultimos anos, a producdo de feijao em varias épocas do ano, principalmente pelo advento da
irrigacao por aspersao, vem ganhando espaco nas grandes propriedades, onde essa leguminosa
é cultivada principalmente em sistema de plantio direto e com alta tecnologia, incluindo o uso
da colheita mecanizada (Kluthcouski et al., 2007). Graga as esse fato, verificou-se a
profissionalizagdo da producdo de feijdo, consequentemente, o0 aumento da produtividade.

Fatores bioticos e abioticos podem interferir na producéo. Dentre os principais fatores
da baixa produtividade do feijoeiro, encontram-se as doencas causadas por patdgenos que
habitam o solo e que podem provocar prejuizos severos, chegando a até 100% de perda na
produtividade da cultura (Barbosa & Gonzaga, 2012). Estas doengas constituem um complexo
etiologico caracterizado pelas podridfes e murchas, que causam reducdo de estande e vigor

das plantas, comprometendo, desta forma, a produtividade da cultura (Bernardes et al., 2010).



Dentre as principais doencas que acometem a cultura do feijdo cita-se 0 mofo branco,
causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Esse patdgeno possui importancia
mundial por ocorrer em regiGes temperadas, subtropicais e tropicais, além de ser um fungo
polifago, abrangendo 408 espécies e 278 géneros de plantas hospedeiras (Bolton et al., 2006).

A podridao de esclerddio ou murcha de esclerddio, causada por Sclerotium rolfsii
Sacc., € também uma doenca importante, que afeta uma vasta lista de espécies de plantas
hospedeiras, dentre estas o feijdo (Punja, 1985; Punja & Rahe, 1993). E ainda conhecida
como podridao do colo do feijoeiro e pode causar tombamento de mudas e podridao do coleto
e raizes, resultando em murcha, o que, na maioria das vezes, culmina com a morte da planta
(Martins et al., 2010).

Para o controle dessas doencas, o tratamento quimico € fortemente recomendado em
tratamento das sementes. Em contraste, o tratamento biolégico com microrganismos
benéficos, em tratamento de sementes, € muito pouco conhecido (Bernardes et al., 2010).
Espécies de Trichoderma spp. sdo consideradas eficientes antagonistas contra uma série de
fungos fitopatogénicos. De acordo com Melo (1998), a acdo de Trichoderma spp. ocorre por
meio da acdo isolada ou conjunta dos trés principais mecanismos: parasitismo, antibiose e
competicdo.

Trichoderma é um microrganismo naturalmente encontrado no solo, e apresenta
importante fungdo ecoldgica, participando da decomposicdo e mineralizacdo dos residuos
vegetais contribuindo com a disponibilizacdo de nutrientes para as plantas. Ele é considerado,
também, um biofungicida natural, que reduz em até 100% as chances de fungos
fitopatogénicos atingir a cultura (Menezes et al., 2007).

A identificacdo de Trichoderma é originalmente baseada em caracteristicas
morfologicas (Rifai, 1969; Bisset, 1984; 1991a; 1991b; 1991c). Métodos moleculares

baseados na anélise de DNA sdo ferramentas muito Uteis, pois sdo capazes de determinar o



polimorfismo existente (Kistler et al., 1987) em espécies e entre espécies de fungos. A andlise
macromolecular baseada nos acidos nucléicos tem sido usada para diferenciar entre e dentro
de espécies agregadas de Trichoderma, podendo demonstrar a diversidade genética de
isolados (Hermosa et al., 2000). Outros métodos taxonémicos complementares a morfologia
incluem estudos de metabolitos secundarios, que mostram uma grande diversidade neste
género (Okuda et al., 1982). Caracteristicas fisiologicas detectaveis em placas de
microtitulacdo podem eventualmente proporcionar um sistema Gtil para a identificacdo. Os
perfis de isoenzimas tém sido utilizados como uma ferramenta taxonomica eficaz
(Leuchtmann et al., 1996). Os dados moleculares, particularmente sequéncias da regido ITS e
técnicas de impressdes digitais tem, nos ultimos anos, permitido uma melhor resolucdo a
niveis taxonémicos (Fujimori & Okuda, 1994; Muthumeenakshi et al., 1994).

A técnica de MALDI TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time-
Of-Flight Mass Spectrometry) € uma técnica espectral que pode ser aplicada na analise da
composicdo quimica celular dos microrganismos, gerando rapidamente uma impressao
“digital” para identificacdo microbiana (Santos et al., 2012). O arsenal metodolégico hoje
existente permite a identificacdo de isolados de Trichoderma com potencial de uso na
inovacdo tecnoldgica, especialmente na producdo de biofungicidas e inoculantes,
beneficiando a agricultura com vantagens para 0 meio ambiente, na medida em que esses
fungos forem adequadamente caracterizados, avaliados e prospectados quanto a producéo de

metabdlitos secundarios.



OBJETIVOS

Geral

» ldentificar e selecionar isolados de Trichoderma que apresentem potencial de

biocontrole contra Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii.

Especificos

» Testar 149 isolados de Trichoderma em experimentos in vitro contra S. sclerotiorum e
S. rolfsii.

» ldentificar 50 isolados de Trichoderma com base na caraterizacdo molecular das
regides ITS1-5.8S-ITS2 do nuclear rDNA e do gene do Fator de elongacdo da
traducdo TEF-1a.

» Testar a promogdo de crescimento do feijoeiro por 20 isolados de Trichoderma em

casa de vegetacao.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Phaseolus pertence a familia Fabaceae e possui mais de 50 espécies, todas
originarias do Continente Americano. Dessas, cinco sdo cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus
L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus Greeman (Debouck, 1999). A
espécie P. vulgaris (feijdo comum) é a mais explorada comercialmente, ocupando posicéo de
destague no cenario agricola nacional (Barbosa et al., 2010).

O feijoeiro-comum é considerado uma cultura atipica, pois possibilita trés safras
anuais. A producdo de feijao é realizada por diferentes tipos de produtores nas diversas
regibes do pais, utilizando variados niveis tecnoldgicos. Entretanto, a agricultura familiar é
apontada como maior responsavel pelo abastecimento do mercado de feijdo no pais (Silva &
Wander, 2013).

O feijoeiro-comum, sendo cultivado durante todo o ano, é afetado por inimeras
doencas as quais, além de diminuir a produtividade da cultura, depreciam a qualidade do
produto. As principais doencas fungicas que afetam a cultura sdo: antracnose, mancha
angular, mofo branco, ferrugem, alternaria e as murchas de fusarium e de sclerotium, entre
outras.

Sclerotinia, especialmente S. sclerotiorum, causam doengas destrutivas a diversas
culturas. A caracteristica de Sclerotinia spp. na planta infectada é o crescimento micelial
branco de aspecto cotonoso nos 6rgaos da planta que depois desenvolve corpos de resisténcia
chamados de esclerécios (Agrios, 2005). O fungo pode afetar toda parte area da planta,
causando lesGes inicialmente pequenas e aquosas. Estas lesbes rapidamente aumentam de
tamanho, tomando todo o o6rgdo afetado. Com o desenvolvimento da doenca, as partes

afetadas perdem a cor, tornando-se amareladas e depois marrons, produzindo uma podridéo



mole nos tecidos que provoca a morte de ramos. Nesta fase, observa-se que o micélio branco
apresenta engrossamentos, que sao o0s esclerodios em formacdo. Estes sdo inicialmente
brancos e tornam-se negros quando maduros. Vagens afetadas podem conter esclerodios e as
sementes infectadas sdo descoloridas ou recobertas pelo micélio branco, podendo ser menores
que o normal (Kimati et al., 2011).

Sclerotinia sclerotiorum pertence ao filo Ascomycota e produz apotécios de 2-10
mm de didmetro, com formato chato a cdncavo quando jovens. Os ascos sdo cilindricos,
medindo 7 a 10 pm de didmetro por 112 a 156 um de comprimento. Os ascdsporos siao
elipsoides, hialinos, com dimensdes de 4-6 x 9-14 um. O patogeno forma esclerddios pretos
irregulares, com 2-15 x 2-30 mm, os quais podem germinar e produzir micelio ou apotécios.
O fungo coloniza érgdos da planta através de ascosporos e micélio. Temperaturas entre 11-
20°C e solo mido por mais de uma semana sdo condig8es propicias para tal doenca. Clima
frio e umido em lavouras fechadas promove condi¢fes para que 0s apotécios permanecam
esporulando por 5-10 dias. Os ascosporos sao ejetados e a maioria fica aderida a parte aérea
das plantas, mas alguns podem ser levados pelo vento a varios metros de distancia (Kimati et
al., 2011). Na primavera ou inicio do verado, esclerédios germinam e produzem hastes finas
gue terminam em um pequeno disco ou em forma de taca denominada apotécio (Agrios,
2005).

O mofo branco desenvolve-se numa faixa de temperatura entre 5-30°C, com 6timo
em torno de 25°C. No entanto, a umidade é o fator climéatico mais importante para o
desenvolvimento da doenga. Os esclerodios sobrevivem no solo por 6 a 8 anos. A
disseminacdo do fungo ocorre por transporte aéreo dos ascosporos e transporte dos
esclerodios pelas sementes e &gua de irrigacdo. Sementes infectadas parecem ter papel
importante no inicio da doenca. S. sclerotiorum ocorre em Varios paises, principalmente nas

regides de clima temperado e subtropical. E bastante destrutiva e no caso do feijoeiro pode ser



problema sério em areas com historico da doenca na safra irrigada de inverno. O patogeno
possui mais de 300 espécies hospedeiras (Kimati et al., 2011).

A rotacdo de cultura com gramineas pode ajudar a reduzir o inoculo inicial.
Recomenda-se ainda o plantio de sementes sadias. Uma vez que a doenca é favorecida por
alta umidade, deve-se ter especial atencdo ao controle de irrigagéo, evitando o encharcamento.
Recomenda-se procurar condicdes que aumentem a aeracdo da lavoura, facilitando a
circulacdo do ar e a penetracdo dos raios solares. Assim, espacamentos maiores, menor
densidade de semeadura e cultivares com porte ereto e arquitetura aberta sdo medidas
importantes. O uso de fertilizantes nitrogenados deve ser feito com moderacdo para evitar
crescimento excessivo e entrelacamento das plantas, o que aumenta a umidade. Os fungicidas
benomyl, vinclozolin e procimidone tém sido recomendados no controle da doenca (Kimati et
al., 2011).

A murcha de sclerotium causada pelo fungo Sclerotium rolfsii Sacc. € também
chamada de podriddo do colo e esta distribuida em regides de clima tropical e subtropical, em
locais onde ocorrem temperaturas altas e umidade seguida de periodos de seca. O patdgeno
afeta um grande ndmero de hospedeiros em diversos géneros de plantas cultivadas e
silvestres. Os sintomas iniciam-se por lesdes marrons e aquosas sobre o colo. As lesdes
avancgam, produzindo escurecimento e podriddo do caule, resultando em destruicdo do cortex
e da raiz principal. Os sintomas reflexos ocorrem na parte aérea na forma de amarelecimento
das folhas baixeiras, seguindo em direcdo as folhas superiores. Plantas severamente afetadas
tém o colo estrangulado, o que provoca murcha da parte aérea, seca, queda de folhas e morte
da planta. Em condi¢fes de alta umidade, aparece um crescimento micelial branco sobre o
colo da planta, que pode se desenvolver também sobre o solo adjacente. Sobre este micélio

vigoroso formam-se esclerddios esféricos, inicialmente brancos e posteriormente escuros.



Plantulas em emergéncia também podem ser afetadas, provocando reducdo do estande
(Kimati et al., 2011).

S. rolfsii caracteriza-se pela producdo de miceélio vigoroso e grampos de conexao nas
hifas. Produz esclerddios globosos, pequenos, medindo 0,5-1,5 mm de diametro. Os
esclerodios podem sobreviver no solo por no minimo 1 ano. A fase teleomorfica corresponde
ao basidiomiceto Athelia rolfsii (Curzi) Tu & Kimbrough, mas este é raramente observado. A
sobrevivéncia ocorre por meio do micélio em matéria organica e pelos esclerddios presentes
no solo. Agua de irrigacdo, implementos agricolas, esterco e sementes podem disseminar o
fungo. Os esclerédios germinam entre 10-35°C, mas as condicBes ideais para o
desenvolvimento da doenca sdo alta umidade e temperaturas ao redor de 30°C. A germinacio
dos esclerddios diminui com o aumento da profundidade no solo. A faixa de pH ideal para a
germinacao esta entre 2,6 e 4,4, mas pode ocorrer entre 2,6 e 7,7. Além disso, a germinacéo é
induzida pela presenca de compostos volateis que emanam de restos de cultura no solo, uma
vez que o fungo necessita crescer saprofiticamente sobre substrato organico antes de atuar
como patdgeno. S. rolfsii é favorecido por ferimentos no hospedeiro, mas pode invadi-lo por
penetracdo direta, geralmente proximo a superficie do solo (Kimati et al., 2011).

No controle da doenca algumas medidas podem ser tomadas para reduzir os danos
causados pela doenca, como por exemplo, a rotagdo de cultura com cereais reduzindo-se o
indculo presente no solo. Deve-se eliminar plantas daninhas suscetiveis ao patdgeno e destruir
e incorporar os restos de cultura. O plantio deve ser feito em solos com boa drenagem,
evitando-se plantios densos e em solos aridos. A reducéo da severidade da doenca em solos
pobres e aridos tem sido conseguido através de adubacéao equilibrada e calagem do solo, além
do uso de variedades tolerantes como Rio Tibagi (Kimati et al., 2011).

O uso intensivo de agrotdxicos para o controle de doencas tem afetado o meio

ambiente. A preocupacdo da sociedade com o impacto da agricultura no ambiente e a
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contaminacdo da cadeia alimentar com pesticidas vem alterando o cenario agricola, resultando
na presenca de segmentos de mercado avidos por produtos diferenciados (Bettiol & Ghini,
2001). Este fator favorece o uso do controle biolégico no controle de doencgas fitopatogénicas
que, além de mitigar os efeitos adversos da agricultura sobre 0 meio ambiente e qualidade da
agua, promove a seguranca alimentar e a saude dos trabalhadores.

Segundo Bettiol (1991), controle bioldgico de doencas de plantas é resultado da agéo
de um microrganismo sobre outro microrganismo. O antagonista pode atuar por meio de
antibiose, parasitismo, competicdo, predacdo ou hipoviruléncia (Cook & Baker, 1983). O
controle biologico, para sua maior eficiécia deve ser acompanhado por um conjunto de
praticas culturais para criar um ambiente favoravel aos antagonistas e a resisténcia da planta
hospedeira.

Weindling & Fawecett (1936), deram inicio aos trabalhos com fungos antagonistas
contra patégenos do solo. Foram pioneiros e utilizaram Trichodema no controle de doencas
do citros provocadas por Rhizoctonia solani. Entre os principais fungos utilizados como
agente de biocontrole se destacam Trichoderma spp. por serem antagonistas eficazes contra
uma gama de patdgenos de solo, entre os quais, Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii
(Melo, 1998; Louzada et al., 2009), Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (Carvalho et al.,
2011), Verticillium dahliae (Isaias et al., 2014).

O género Trichoderma € amplamente distribuido em todo o mundo e ocorre em quase
todos os tipos de solo e outros habitats naturais, especialmente nos constituidos por matéria
organica. A abundancia de Trichoderma, em diferentes solos, pode estar relacionada a suas
caracteristicas peculiares, como capacidade para degradar diversos substratos organicos,
versatilidade metabdlica, resisténcia aos inibidores microbianos e capacidade de sobreviver

em diferentes nichos ecologicos. Dentro de espécies desse género podem ser encontrados
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variantes com distintos niveis de importancia como agentes de biocontrole (Papavizas, 1985;
Harman et al., 2004; Rosa & Herrera, 2009; Consolo et al., 2012).

Face ao que foi dito, ndo causa surpresa o fato de espécies de Trichoderma
representarem o grupo de microrganismos mais estudado e utilizado como antagonistas.
Trichoderma é um fungo natural do solo, encontrado especialmente em solos organicos, que
pode viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos (Melo, 1998). Dessa forma,
espécies desse Qgénero possuem grande importancia agrondmica e atuam como
decompositores primarios de matéria organica; destacam-se pela producdo de metabolitos e
enzimas com propriedades antifungicas (Harman et al., 2004), com potencial para a industria
farmaceutica e de bioensaios agricolas. Segundo Van Driesche & Bellows (1996), organismos
desse género de fungos, utilizam basicamente quatro mecanismos de acdo no controle de
fitopatdgenos: micoparasitismo, antibiose, competicdo e a inducdo de mecanismos de defesa

da planta.

Atuacdo de Trichoderma por micoparasitismo — O parasitismo € a relacdo nutricional
entre dois seres vivos em que um deles, obtém todo ou parte de seu alimento as custas do
outro (Amorin et al., 2011; Benitez et al., 2004). Uma das caracteristicas mais marcantes de
Trichoderma € a sua capacidade de parasitar outros fungos (Howell, 2003). Weindling &
Fawcett (1936) & Harman et al., (2004) descreveram com detalhes o mecanismo de
micoparasitismo de hifas de Rhizoctonia solani por hifa do agente de biocontrole, incluindo
enrolamento em torno da hifa do patdgeno, penetracdo e subsequente dissolucdo do
citoplasma do hospedeiro. Segundo Amorin et al., (2011), apds reconhecimento do patdgeno,
T. harzianum pode expressar genes de defesa como quitinases e beta glucanases, enzimas
degradadoras de quitina e beta glucana, dois agucares componentes da parede celular de
fungos verdadeiros. As enzimas produzidas podem alterar a permeabiliade da membrana e/ou

degradar a parede celular, o que facilita a entrada das hifas de Trichoderma no Iimem das
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hifas do fungo parasitado e assimilacdo do contetdo da parede celular (Benitez et al., 2004).
Concomitantemente podem ser produzidas substancias com propriedades antibidticas, como
alguns peptabdlitos, que consistem em uma grande familia de produtos naturais, lineares,
biossintetizado por diferentes fungos, principalmente pelos fungos do género Trichoderma
que sdo os principais produtores dessa classe de compostos, estes contém 7-20 residuos de
aminoacidos como caracteristica, um grupo N- terminal acilado, um C- terminal amino alcool

e um alto teor de 2-amino-isobutirico (AIB), conforme descri¢do de Reino et al. (2008).

Atuacdo de Trichoderma por antibiose — E a interacdo entre organismos na qual
individuos de uma populacdo secretam metabolitos capazes de inibir ou impedir o
desenvolvimento dos individuos de outra espécie. Esses metabolitos sdo usualmente
denominados antibidticos. Espécies do género Trichoderma sdo capazes de secretar mais de
100 diferentes tipos de antibidticos que sdo capazes de inibir o crescimento de diferentes
patégenos (Amorin et al., 2011). Ainda, alta capacidade de biocontrole deve-se a producéo de
enzimas liticas extracelulares degradadoras da parede celular de muitos fungos, tais como
quitinases, celulases, B-1,3-D-glicanases, -1,4-glicosidase e proteases. Sabe-se, atualmente,
gue essas enzimas estdo envolvidas diretamente no processo de parasitismo (Ridout et al.,
1986; Elad et al., 1982). A maioria das espécies de Trichoderma produzem metabdlitos
toxicos volateis e ndo-volateis, os quais atuam na supressdo da colonizagdo do organismo
atingido. Metabdlitos volateis sdo substancias que entram facilmente na fase gasosa e em sua
maioria sdo lipideos sollveis oriundos de vias primarias e sucundarias do metabolismo de
fungos (Pagans et al., 2006). Dentre esses volateis e ndo-volateis, sdo conhecidos: acido
harzianico, alamethicinas, tricholina, antibioticos, glisopreninas, acido heptelidico, gliovirina,

viridina e massoilactona (Benitez et al., 2004).
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Atuacdo de Trichoderma por competicdo — Envolve a interacdo entre dois ou mais
organismos na disputa por nutrientes e por espaco. A competicdo por espaco se da,
principalmente, pela ocupacdo dos sitios de colonizagdo e a competicdo por nutrientes,
principalmente pelos trés elementos essenciais para a maioria dos patdgenos: carbono,
nitrogénio e ferro (Paulitz, 1990). A capacidade de competir pela ocupacdo dos locais de
infeccdo do patdgeno é um requisito para qualquer agente de controle bioldgico. Trichoderma
além de competir por sitios de infec¢do, tem mostrado habilidade na colonizacdo de raizes de
plantas como verdadeiros simbiontes, adiantando-se a chegada dos patdégenos (Harman et al.,
2004). Assim, competicdo é considerada um dos mecanismos de acdo mais eficientes
exercidos por espécies do género Trichoderma (Jacobs & Gray, 2003; Benitez et al., 2004).

Inducdo de resisténcia por Trichoderma — E um mecanismo na qual a planta se
defende da agressdo por fitopatdgenos produzindo diferentes substancias tais como lignina,
fitoalexina e compostos fenoliticos (Bailey, 1985; Harman et al., 2004). Algumas espécies de
Trichoderma sdo capazes de ativar mecanismos de resisténcia em plantulas de pepino. Outras
plantas também respondem a inoculacdo de Trichoderma com a ativacdo de mecanismos de
defesa (Amorin et al., 2011). A capacidade de isolados de Trichoderma proteger plantas
contra patogenos radiculares tem sido atribuida a um efeito antagdnico contra o agente
patogénico invasor. No entanto, estas associa¢fes raiz-fungo também estimulam a planta a
ativar mecanismos de defensa (Harman et al., 2004).

Até 1998 acreditava-se que 0s principais mecanismos de acdo do controle bioldgico
fossem a antibiose e o micoparasitismo, embora Trichoderma tenha habilidades para
aumentar o crescimento das plantas e induzir resisténcia a planta (Harman & Kubicek, 1998).
Agora sabe-se que grande parte ou a maioria das atividades de biocontrole desses fungos é
através da suas habilidades para induzir resisténcia sisttmica a doencas (Howell, 2006;

Shoresh et al., 2010).
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Alguns isolados de Trichoderma também atuam como estimuladores do crescimento
vegetal, por meio da solubilizacao de fosfato e outros minerais, colocando-os disponiveis para
as plantas (Harman, 2000; Vinale et al., 2008). Tais substancias apresentam propriedades de
induzir a elongacéo celular nos vegetais superiores (Taiz & Zeiger, 2006). Efeitos negativos
de Trichoderma em plantas sdo raros embora Carvalho et al., (2006) relataram producéo de
metabolitos toxicos a coleodptilos de trigo por T. viride. Carvalho Filho et al. (2008) em seu
estudo com Trichoderma em eucalipto, ndo verificou o incremento na promoc¢do do
crescimento. Esses resultados sugerem que a promoc¢édo de crescimento de plantas depende
fortemente da interacdo isolado e espécie vegetal.

Os produtos bioldgicos a base de Trichoderma podem ser aplicados, tanto em
tratamento de sementes como nos sulcos de plantio, ou agregados ao substrato ou ainda por
meio de pulverizacbes da parte aérea das plantas, seguindo as recomendacdes do fabricante.
Héa informac6es de que Trichoderma porporciona uma reducdo dos gastos com o controle das
doencas do feijoeiro que chega a 40%. Porém, isso é altamente variavel, dependendo do
clima, método de aplicacdo e das characteristicas particulares de cada produto (Mello,
comunicacdo pessoal).

Trichoderma € a fase imperfeita de Hypocrea, portantopertence ao Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Ascomycetes, Ordem Hypocreales e Familia Hypocreaceae (Index
Fungorum, 2014).

A taxonomia de Trichoderma € bastante complexa e isso se deve ao fato de que, no
género, as caracteristicas morfoldgicas que definem uma espécie sdo muito variaveis. Por isso
tem sido utilizado pelos taxonomistas o termo espécie agregada (Samuels, 1996), ou grupo de
especies morfologicamente muito semelhantes, que hoje se sabe que sdo polifiléticas.
Inicialmente, nove espécies foram propostas (Rifai, 1969), com base em caracteres

microscopicos (T. viridi Persoon, T. aureoviride Rifai, T. koningii Lieckfeldt, T. harzianum
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Rifai, T. longibrachiatum Bisset, T. polysporum Link e T. glaucum Rifai.). Estas mais tarde
foram elevados ao nivel de secdo por Bisset (1984, 19914, b, ¢), a saber: se¢fes Trichoderma,
Longibrachiatum, Saturnisporum e Pachybasium.

Devido ao isolamento de algumas espécies de Trichoderma a partir de ascésporos do
género Hypocrea, estas sdo atualmente classificadas como formas anamérficas desse género
(Samuels, 1996). As espécies de Trichoderma sdo caracterizadas por apresentarem rapido
crescimento de col6nia, atingindo 9 cm de diametro ap6s quatro dias de cultivo em meio de
cultura (Esposito & Silva, 1998). As col6nias podem se apresentar dispersas e flocosas ou
compactadas em tufos. O tamanho e o formato dos conidios sdo muito variaveis e de limitado
valor taxondmico. E observada nas espécies de Trichoderma a existéncia de clamiddsporos,
0S quais sdo esporos assexuais originados pela modificacdo de segmentos de hifas, podendo
ser intercalares ou terminais. Os conidios podem ser verdes, amarelos ou de tons verdes
amarelados e ainda incolores. Nao existem em Trichoderma conidioforos bem definidos
(Samuels, 1996), sendo os conidios formados nas extremidades das fialides em determinadas
hifas diferenciadas. Os conidios tendem a se agregar em massas, sendo estes agregados
formados em hifas contendo fidlides. Em algumas espécies do género existe uma dependéncia
de luz para esporulacdo (Gressel & Hartmann, 1968).

A homoplasia de caracteres dificulta a determinagdo morfoldgica dos taxons e isto
frequientemente resultou em erros na designacdo de espécies em Trichoderma (Kovacs et al.,
2004; Wey et al., 1994). Consequentemente, a maioria dos estudos recentes tém utilizado
dados moleculares para caracterizar e identificar espécies de Trichoderma. A caracterizacdo
molecular e analise filogenética permitiram que cepas de T. harzianum originalmente
identificadas como da mesma espécie, fossem distribuidas em diferentes espécies agrupadas
em secOes e grupos distintos (Kubicek et al., 2003; Kraus et al., 2004; Jaklitsch et al., 2005).

A classificacdo taxondmica ou identificacdo de fungos tem sofrido grandes avancos nas
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ultimas décadas, principalmente na adocdo de abordagens moleculares (Hibbett et al., 2007).
M¢étodos moleculares baseados na analise de DNA, sdo ferramentas muito Uteis nos estudos
de filogenia de fungos e na diferenciacdo de espécies, formae speciales, ragas ¢ isolados
(Kumarae & Sousa, 2002), pois sdo capazes de determinar o polimorfismo existente entre as
sequéncias de nucleotideos dos organismos (Kistler et al., 1987). A analise macromolecular
baseada nos acidos nucléicos tem sido usada para diferenciar entre e dentro dos agregados de
Trichoderma, podendo demonstrar a diversidade genética de isolados individuais (Hermosa et
al., 2000).

Atualmente sdo 220 espécies de Trichoderma (Index Fungorum, 2014). A utilizacdo
de ferramentas moleculares resultou na expansdo do numero de espécies reconhecidas de
Trichoderma (Druzhinina & Kopchinskiy, 2008). Embora quase todas as alteracbes com base
molecular atuais derivam de comparacdo de sequéncias de genes, tecnologias com perfil
molecular alternativos, como ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz — tempo de
vbo espectrometria de massa (MALDI-TOF MS - Matrix Assisted Laser Desorption
lonization — Time Of Flight — Mass Spectrometry) pode permitir identificacdes rapidas a
baixo custo e confidveis, para uma vasta gama de microrganismos (Santos et al., 2010;
Croxatto et al., 2012), incluindo Trichoderma (De Respinis et al., 2010; Samuels et al., 2010).

A técnica MALDI-TOF MS vem sendo usada na caracterizacdo e identificagdo de
microrganismos ha varios anos. Com essa técnica, gera-se um tipo de impressdo digital de
cada molécula, ja que cada uma tem seu proprio perfil espectrometro, constituindo assim,
assinaturas Unicas para cada microrganismo e que sdo, portanto, ideais para uma correta
identificacdo microbiana aos niveis de género e espécie (Croxatto et al., 2012). Trata-se de
uma ferramenta importante para fins taxonémicos e envolve procedimento rapido (Keller et
al., 2008). As caracteristicas fenotipicas analisadas variam de acordo com meios de cultura e

tempo de incubacdo (Carbonnelle et al., 2011; Valentine et al., 2005). Muitos parametros
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experimentais podem ter um efeito importante sobre os espectros de massa observados (Wang
et al., 1998). A reprodutibilidade é dependente do instrumento MALDI-TOF MS, matriz
utilizado, a idade do microorganismo, a amostra: propor¢do da matriz, a concentracdo da
amostra, 0 meio de cultura e condicdes de crescimento (Valentine et al., 2005). Os espéctros
de massas sdo obtidos e processados por softwares especificos, Flexanalysis® (Bruker
Daltonics/BD, Alemanha/EUA) ou Myla (BioMérieux, Franca), e posteriormente sdo
comparados ao banco de dados que contém espectros de referéncia (ER) ou “super espectros”
para a identificacdo de espécie. O banco de dados mais recente da Bruker Daltonics/BD
(Alemanha/EUA) é o Biotyper 3.2.1.0, que contém 82000 ERs que contemplam cerca de 2000
espeécies de bactérias e leveduras.

A matriz assistida de laser dessorcao/ionizacdo de tempo de v6o em espectrometria de
massa (MALDI-TOF MS) é um método rapido, preciso e eficaz em termos de custos de
caracterizagdo microbiana e identificagdo. Esta técnica tem sido usada como uma abordagem
fenotipica para a identificagdo rapida de fungos (Santos et al., 2010). Sua aplicacdo vem
sendo bem sucedida na diferenciacdo de espécies de Trichoderma, Aspergillus, Fusarium,
Aspergillus, Emericella, Fusarium, Geosmithia, Neosartorya, Penicillium, Pseudallescheria,
Scedosporium, Talaromyces, Fomitopsise (Santos et al., 2010; De Respinis et al., 2010; Del
Chierico et al., 2012).

Uma vez ajustados os parametros, a identificagdo de microorganismos pela técnica do
MALDI-TOF MS ¢ realizada levando em consideragdo 0s espectros, que variam entre 0s
microorganismos, e alguns espectros sdo especificos componentes moleculares para
determinados géneros e espécies (Bille et al., 2012; De Respinis et al., 2010 & Tonolla et al.,
2010). O metodo consiste na deposicdo de uma determinada amostra em uma matriz capaz de
fornecer prétons (ou H*) para o processo de ionizagdo dos componentes da amostra. Quando

esta matriz absorve a energia emitida por um laser, ocorre a transferéncia de protons da matriz
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para 0s componentes da amostra e a0 mesmo tempo desencadeia-se um processo de
dessorcdo, o que possibilita a passagem da amostra do estado solido para o gasoso. Dessorcao
é um fendmeno pelo qual uma substancia é liberada através de uma superficie (Goulart &
Resende, 2013).

Finalmente, cabe enfatizar que varias técnicas tém sido utilizadas para esclarecer
circunscricdes de espécies em Trichoderma (Gams & Bissett, 1998; Samuels et al., 1998).
Abordagens multidisciplinares utilizadas para classificar Penicillium, Fusarium e Alternaria
foram bem sucedidas (Frisvad, 1998) e tém sido sugeridos também para Trichoderma
(Samuels, 1996). Nielsen et al., (1999) tém identificado estirpes de fungos através da
aplicacdo de técnicas de analise de imagem quimica de matrizes cromatograficas totais de
extratos bruto de culturas do fungo, que sdo separados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid Chromatography). Para a analise de
componentes menores tem sido relatada a aplicacdo da técnica de HPLC em combinacdo com
a espectrometria de massa em tandem (Poirier et al., 2007; Ruiz et al., 2007; Theis et al.,
2008; Ren et al., 2009). Portanto, existe atualmente um arsenal de técnicas importantes, de
forma que a integracdo das caracteristicas moleculares, protedbmicas e fisiologicas, baseadas
em testes in vitro, € um procedimento seguro para caracterizar e selecionar isolados de

Trichoderma potencialmente Uteis para o desenvolvimento de biopesticidas e inoculantes.
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MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos isolados

Inicialmente foram selecionados 150 isolados de Trichoderma da Colecdo de
Microrganismos para o Controle Biologico de Fitopatogenos e Plantas Daninhas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Anexo 1). Os trabalhos foram conduzidos no
Laboratorio de Fitopatologia do Prédio de Controle Biologico. Os isolados foram reativados
em placas de Petri contendo o meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA), confeccionado com
caldo de 200 g de batata e 20 g de dextrose em 1 L de &gua destilada. As culturas dos fungos
foram incubadas a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. Nos ensaios em que Trichoderma spp.
foram testados como agentes de biocontrole, empregaram-se 0s isolados CEN217 de
Sclerotinia sclerotiorum e CEN216 de Sclerotium rolfsii, ambos obtidos de feijoeiro com

sintomas de mofo branco e podridao do colo, respectivamente.

Culturas Monosporicas

Para a obtencdo das culturas monospdricas dos isolados de Trichoderma, plaquearam-
se diluigdes seriadas de suspensao de esporos em placas de Petri contendo o meio BDA. Apos
incubagcdo por no minimo 8 h no escuro, esporos germinados foram transferidos

individualmente para outras placas contendo 0 mesmo meio.

Pareamento de culturas de Trichoderma contra Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium
rolfsii
O potencial antagbnico dos 150 isolados de Trichoderma contra S. sclerotiorum e S.

rolfsii foi avaliado em confronto direto, utilizando o método de pareamento de culturas em
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placas de Petri, de acordo com Dennis & Webster (1971a). A multiplicacao inicial, tanto dos
isolados de Trichoderma quanto do patogeno foi realizada em placas contendo o meio BDA,
acondicionadas em camara Biochemical Oxygen Demand (B.0.D.) a 25 °C com fotoperiodo
de 12 horas, durante sete dias. Discos (5 mm de @) retirados das culturas puras do patogeno e
do antagonista foram depositados diametralmente opostos em placas contendo 0 mesmo meio
e incubados nas mesmas condi¢des descritas acima. Como testemunha, foram preparadas
placas de BDA contendo somente o patdgeno. Foram estabelecidas trés repeticdes por
tratamento (isolado do antagonista) e o experimento foi conduzido duas vezes com
delineamento inteiramente casualizado. As avaliacbes foram realizadas aos sete dias de
cultivo, atribuindo-se notas de acordo com escala estabelecida por Bell et al. (1982), descrita
a sequir (Figura 1).

(1) sobreposicao de Trichoderma, que colonizou toda a superficie do meio.

(2)- sobreposicdo de Trichoderma, que colonizou pelo menos 2/3 da superficie do meio.

(3) Trichoderma e patégeno colonizaram mais que 1/3 e menos que 2/3 da superficie do meio.
(4) patdégeno colonizou ao menos 2/3 da superficie do meio, sem sobreposicdo por
Trichoderma.

(5) sobreposicao do patdgeno que colonizou toda a superficie do meio.

NOTA: 3 NOTA: 2

NOTA: 1

PAT.

1/3 213

1/2

Figura 1: Representagéo da escala de notas.
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Analise da interacdo de Trichoderma, Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii

Pela técnica da microscopia eletronica de varredura (MVE) foi possivel averiguar a
interacdo entre isolados de Trichoderma e os patogenos alvos deste estudo, utilizando
amostras provenientes do ensaio de pareamento de culturas de oito isolados do antagonista.
Discos de BDA (5mm @) provenientes de areas de confronto entre as colonias foram
removidos e colocados em tubos eppendorf com o micélio voltado para cima, sendo entdo
fixados por 24 horas a 4°C em uma solucdo contendo glutaraldeido 2% e paraformaldeido 2%
em tampdo cacodilato 0,1 M, pH 6,8. Seguiram-se duas lavagens em tampé&o cacodilato 0,1 M
(pH 6,8) e foram, entdo, pos-fixados durante uma hora em tetroxido de ésmio (OsOy4) 1%.
Logo depois as amostras foram lavadas duas vezes em agua Mili-Q autoclavada, seguindo-se
a desidratacdo em gradiente crescente de etanol (10%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%)
por duas vezes a cada 15 minutos.

Para secagem ao ponto critico, utilizou-se Elmitech Critical Point Drayer K850 a uma
corrente de 25mA e 1.10-2 mbar. As observacdes foram realizadas e fotodocumentadas ao
Microscopio Eletronico de Varredura DSM 962 no Laboratério de Microscopia da Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Efeito inibidor de metabdlitos nado-volateis produzidos por Trichoderma contra S.

sclerotiorum e S. rolfsii

A realizagdo desse ensaio foi baseada na metodologia descrita por Agrawal et al.
(1977). Filtrados das culturas de Trichoderma foram incorporados ao meio da seguinte
maneira. Para a obtencdo de filtrados, cinco discos (5 mm @) contendo micélio de
Trichoderma foram transferidos para frascos Erlenmeyer (250 mL de capacidade), contendo
100 mL de meio batata-dextrose (BD). Apos sete dias de cultivo em agitador orbital (Lab line

Instruments, Inc., modelo 60160) a 150 rpm e temperatura de 25°C, em auséncia de luz, as
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culturas foram filtradas com auxilio de bomba a vacuo. Cada isolado passou por duas
filtracBes, com 1 e 2 papéis de filtro. O filtrado foi colocado em tubos falcon e centrifugado
por 12 minutos a 5867 x g rpm para retirar 0 excesso de esporos. A parte liquida foi
esterilizada por filtracdo (filtro Millipore 0,45 pm). Cinco mililitros do filtrado de cada
isolado foram acrescidos a 15 mL de BDA fundente contendo &gar a 28%, em placa de Petri.
Apos solidificagdo do meio, um disco de agar (5 mm @) contendo micélio do patogeno foi
depositado sobre o meio. Como testemunha, adicionaram-se 5 ml de agua destilada
esterilizada ao BDA fundente. As placas foram mantidas a 25°C e fotoperiodo de 12 horas, até
a completa colonizacdo do meio pelo patdgeno, nas placas da testemunha, que foi observada
no quinto dia. Tomaram-se, entdo, as medidas de didmetro das col6nias do patégeno.

O experimento foi conduzido duas vezes, com trés repeticdes em delineamento

inteiramente casualizado (DIC), com trés repeti¢fes para cada isolado de Trichoderma.

Andlise estatistica

Para a analise estatistica elegeu-se o método de agrupamento de ligacdo média
(UPGMA), utilizando como métrica a distancia euclidiana, que possibilitou uma analise mais

detalhada da similaridade das porcentagens de inibi¢cdo promovidas pelo antagonista.

Caracterizagéo Molecular dos isolados de Trichoderma

Extracdo de DNA

Os isolados de Trichoderma foram cultivados em meio liquido. Para tanto, trés discos
de agar (5 mm @) retirados de culturas desenvolvidas como descrito anteriormente foram
transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo 100 mL do meio

BD. Apos trés dias de incubacdo a 25°C em agitador orbital (Lab line Instruments, Inc.,
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modelo 60160 a 150 rpm), a massa fungica foi coletada por filtracdo com auxilio de bomba a
vacuo e macerada em nitrogénio liquido utilizando pistilo e almofariz de porcelana. O DNA
genémico total foi extraido pelo método fenol-cloroféormio (Raeder & Broda, 1985),
homogeneizando-se 50 mg de micelio macerado em 500 pl de tampéo de extracdo Tris HCL
(Invitrogen) 200 mM, EDTA (Vetec) 25 mM e SDS 0,5% pH 7,0. Em seguida, foram
adicionados 350 ul de fenol (Sigma — Aldrich) a amostra. Incorporaram-se, entdo, 150 ul de
cloroférmio (Vetec), misturando gentilmente até a amostra apresentar o aspecto leitoso,
iniciando-se nessa fase a degradacdo do material protéico. Esse material foi centrifugado a
12.960 x g a 4°C por 30 minutos. Nessa fase removeram-se no maximo 750 pl da fase aquosa
superior, sendo a amostra transferida para outro tubo eppendorf de 1,5 mL de capacidade.
Acrescentaram-se 10 unidades de RNAse e incubou-se a amostra a 37°C por 15 minutos. Para
eliminacdo das proteinas residuais, acrescentou-se igual volume de cloroférmio, misturando o
conteddo suavemente por inversdo, seguindo-se novamente a centrifugacdo a 12.960 x g por
10 minutos. Transferiu-se a fase aquosa superior para novos tubos e adicionou-se isopropanol
(Vetec) gelado na proporcdo de 54% do volume da solucédo, para a precipitacdo do DNA.
Efetuou-se nova centrifugacdo a 12.960 x g por 30 segundos e descartou-se 0 sobrenadante.
Para a remog¢do das impurezas do DNA, o precipitado foi lavado duas vezes com 200 pl de
etanol (Vetec) 70% a 4°C e centrifugado por 1 minuto, sendo o sobrenadante descartado.
Procedeu-se a secagem do precipitado de DNA em speedvac (Eppendorf Concentrator 5301)
por 10 a 15 minutos, que em seguida foi ressuspendido em 50 pl de tampao TE (10 mM Tris-
HCI, pH 8,0 e 1 mM EDTA). O DNA assim purificado foi submetido a eletroforese em gel de
agarose (Invitrogen) 1% (5V/cm), corado em solucdo de brometo de etidio e fotodocumentado
sob luz UV. A quantificacdo do DNA gendmico total foi realizada por meio de comparacao

com marcador 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

24



Amplificacdo por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e sequenciamento

Para caracterizacdo taxonomica dos isolados de Trichoderma, utilizaram-se os pares
de oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5’TTC CGT AGG TGA ACC TGC GG 3’) e ITS4 (5’
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3°) White et al., (1990) e EF1-728F (5’CAT CGA GAA
GTT CGA GAA GG-3’) e TEF1-LLErev (5’AAC TTG CAG GCA ATG TGG-3") Jaklitsch
et al., (2006). A reacao totalizou 25 pul tanto para ITS quanto TEF. Prepararam-se as amostras
ITS1 com 4 pl com a concentragdo de 5 ng/ul de DNA, 2,5 de tampao 10X na concentracdo
final de 1X, 0,5 pul de dNTP 10 mM (0,2 mM de cada), 0,75 pl de MgCl, 50 mM,
oligonucleotideos iniciadores 10 mM ITS1 e ITS4 (0,5 mM cada), 0,125 pl de Taq DNA
polimerase (5 U/ul) e agua ultrapura para completar o volume final da reagdo. As reagdes
foram realizadas em termociclador MJ Research, INC. PTC — 100MT, sob as seguintes
condicBes térmicas: 94°C por 4 minutos, 39 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto e 72°C por 8 minutos. Para TEF, as amostras continham 1 pl com a
concentragdo de 5 ng/ul de DNA, 2,5 de tampao 10X na concentracdo final de 1X, 0,5 ul de
dNTP 10 mM (0,2 mM de cada), 0,75 ul de MgCl, 50 mM, oligonucleotideos iniciadores 10
mM EF e TEF (1 pl cada), 0,2 pul de Tag DNA polimerase (5 U/ul) e agua ultrapura para
completar o volume final da reacdo. As reacdes foram realizadas em termociclador Thermal
Cycler — Esco (Escohealthcare) Swift MaxPro, sob as seguintes condic¢des termicas: 94°C por
5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 60°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto e

72°C por 10 minutos.

Ao final da reacéo, o produto foi mantido a 4°C. Os fragmentos amplificados foram
separados por eletroforese 5 V/cm em gel de agarose 1,0%, em tampdo TBE 0,5X e
posteriormente submetidos a eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) 1% (5 V/cm),
corados em solucdo de brometo de etidio e fotodocumentados em luz UV. Os produtos

obtidos pela PCR foram purificados e sequenciados (Empresa Macrogen Inc., Seoul, Korea do
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Sul). Os iniciadores utilizados para a reacdo de sequenciamento foram os mesmos descritos
anteriormente para as reacdes da PCR.

Os eletroferogramas resultantes do sequenciamento automatico foram analisados e as
sequéncias contiguas, montadas com o auxilio do programa DNA BASER Sequence
Assembly Software 2,93 (http://www.dnabaser.com/index.html). Pesquisas para a verificacéo
da autenticidade de todas as sequéncias nucleotidicas foram realizadas utilizando-se dois
bancos de dados genéticos, como a seguir: 1) Genbank - analise comparativa no banco de
dados basic local alignment search tool (BLAST) do NCBI (National Center for

Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Este utiliza o método heuristico

para encontrar o0 melhor escore de alinhamentos locais entre a sequéncia submetida e o banco
de dados; 2) busca na base de dados TrichOKEY e TrichoBLAST, especifica para taxonomia

de Trichoderma e seu teleomorfo Hypocrea (ISTH, http://www.isth.info/). Esta permite o

diagnostico de sequéncias nucleotidicas com ferramentas de busca por similaridade (DNA
oligonucleotide barcode) e cobre a maioria das espécies geneticamente caracterizadas das

espeécies de Trichoderma/Hypocrea.

Analise filogenética

As sequéncias dos 1TS1-5.8S-1TS2 e TEF-1a do rDNA foram analisadas pelo método
da méaxima parsiménia (MP), para a caracterizacdo taxonémica e 0 estabelecimento das
relacOes filogenéticas entre os isolados de Trichoderma analisados. As sequéncias ITS1-5.8S-
ITS2 e TEF-1la do rDNA de 51 isolados de Trichoderma foram alinhadas e corrigidas
manualmente utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.8.0, 1997-2007
(Hall, 1999). Os gaps presentes no alinhamento original foram preservados e codificados
separadamente utilizando o programa FastGap v1.2 (Borchsenius, 2007). A analise MP foi

realizada utilizando o programa PAUP* v4.0b10, 2001 (Swofford, 2003). A busca heuristica
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consistiu de 1.000 repeti¢des utilizando a adicdo randémica dos taxons (Stepwise Addition).
A troca de ramos foi realizada pelo algoritmo TBR (Tree bisection and reconnection)
salvando as primeiras 1.000 arvores mais parsimoniosas. Na analise MP os indels foram
tratados como newstate. O modelo de substituicdo nucleotidica mais apropriados ao
alinhamento das sequéncias ITS1-5.8S-1TS2 e TEF-1a do rDNA foi 0 modelo GTR (General
Time Reversible). O algoritmo Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC) foi iniciado a
partir de uma arvore aleatoria e seis Cadeias de Markov processadas para 1.000.000 geracdes
com amostras coletadas a cada 100 geracOes. Nas analises, foram descartadas 25% das
amostras iniciais (burn-in) e o restante utilizado para determinar as distribuicdes dos valores
de probabilidade posterior. Os indels foram excluidos da andalise. As arvores MP foram
editadas com o auxilio do programa Fig Tree — Tree figure drawing toll v1.3.1 (Rambaut,
2009) e Adobe Illustrator Cs5 v15.0.0.0. O outgroup utilizado para o enraizamento da arvore

foi o isolado EU401551 (ITS) e EU401582 (TEF) da espécie T. longibrachiatum.

MALDI - TOF MS

Oito isolados de Trichoderma pertencentes a Colecdo de Fungos para Controle
Biologico de Fitopatogenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia foram utilizados neste trabalho por apresentarem alto nivel de inibicdo micelial
contra S. sclerotiorum e S. rolfsii e por pertencerem a diferentes espécies de Trichoderma. As
culturas foram reativadas em placas de Petri contendo o meio BDA, como descrito
anteriormente. Em seguida, discos de agar contendo micélio dos isolados fungicos foram
transferidos para frascos Erlenmeyer (250 mL de capacidade), contendo arroz parboilizado
(10g frasco™), previamente umedecido (70% p.v'') e autoclavado (121°C; 20 min). Os frascos

foram mantidos em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. No quinto dia de cultivo, 10 graos
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de arroz colonizado foram lavados com alcool 70% em tubos de ensaio e filtrados com o
auxilio de algodéo, sendo possivel dessa forma separar esporos do substrato. Em seguida, a
suspensdo de esporos obtida foi transferida para tubos eppendorf, sendo entéo centrifugada a
12.960 x g por 1 minuto e deixada secar por 1 hora em temperatura ambiente.

Para gerar o perfil do espectro principal (main spectrum profile - MSP) foi utilizada
metodologia desenvolvida por Lopes et al. (2014), na qual os pellets de conidios de cada uma
das oito espécies de referéncia foram re - suspensas em 50 mL de acido formico (70%),
centrifugadas durante 1 min e, em seguida, submetidos a um ciclo de 15 minutos em banho
maria tipo ultrassonica (original, modelo USC -1800). Em seguida, 50 mL de acetonitrila
(100%) foram adicionados a mistura, que foi agitada em vortex durante 1 minuto e submetida
a sonicacdo durante 15 minutos antes da centrifugacdo (12.960 x g durante 2 minutos). O
sobrenadante foi diluido em agua deionizada (1:10 v/v), e 1 uL do sobrenadante foi colocado
diretamente sobre uma placa alvo de aco MSP96 (Bruker Daltonicks GmbH, Bremen,
Alemanha). A amostra assim preparada foi deixada secar ao ar durante 15 min. Uma gota de 1
mL de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) solucdo matriz previamente preparada por
dissolucdo de 10 mg do p6 de matriz (Bruker Daltonics GmbH) em 100 mL de &cido
trifluoroacético (TFA) 3% + 400mL de agua deionizada + 500 mL de acetonitrila foi, entéo,
aplicada sobre a amostra seca e novamente aguardou-se por 15 minutos até secagem ao ar. As
analises foram realizadas em espectrometro de massa MicroFlex LRF MALDI - TOF (Bruker
Daltonics GmbH) dotado de laser de azoto (337 nm), com intensidade entre 20 e 65% e
operando em modo de aquisicdo helicoidal. Um extrato de proteina de Escherichia coli
(Bruker Daltonics GmbH) foi usado para a calibracéo externa do equipamento. Cada espectro
foi obtido ap6s uma média de 240 disparos de laser (40 disparos de laser em seis diferentes
posicOes a vista) a 60 Hz de frequéncia, e os sinais foram coletados automaticamente com a

ferramenta AutoXecute do software de aquisicdo FlexControl (versdo 3.3; Bruker Daltonics
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GmbH) em uma faixa de massa entre 2000 e 20000 m/z no modo linear. Os espectros foram
utilizados em analises posteriores, quando 0s picos apresentaram uma resolucdo superior a
200. Vinte e quatro amostras independentes (trés amostras de conidios coletados de oito
culturas diferentes) foram analisadas. Os dados foram exportados automaticamente para o
software Biotyper (versdo 3.0; Bruker Daltonics GmbH) que é um banco de dados
comercializado pela empresa Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha) e cada espectro consenso
incorporado na base de dados no perfil espectro principal (MSP). O espectro de consenso
consiste de um perfil criado a partir dos picos obtidos por pelo menos 20 espectros recolhidos
sob as mesmas condicdes, a partir de amostras independentes de qualquer dado isolado. O
software mencionado realiza todos os alinhamentos de normalizacdo de subtracdo da linha de
base e as operacdes de colheita de pico, criando assim uma lista dos picos mais significativos
(valores m/z) para cada espectro e as suas intensidades correspondentes. O pico de frequéncia
em todos os espectros para a criacdo de MSP foi de pelo menos 25% (Lopes et al., 2014).
Neste trabalho, foram realizadas trés repeti¢bes para cada isolado, no intuito de averiguar se
agrupamentos dos isolados se formariam em conformidade com a distincdo das espécies

previamente identificadas.

Metabdlitos secundarios de Trichoderma asperellum

Dentre os isolados estudados, escolheu-se o isolado de T. asperellum CEN277, com
base no seu desempenho apresentado nos ensaios in vitro contra S. sclerotiorum e S. rolfsii.
Previamente, esse isolado foi identificado por caracteristicas morfoldgicas, sequenciamento e
andlise do fator de elongacdo TEF-1a. Os isolados dos fitopatdgenos, CEN216 e CEN217 S.

rolfsii e S. sclerotiorum, respectivamente foram utilizados nos testes de inibig&o.
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Extrac@o de metabolitos secundarios de Trichoderma asperellum

Para a extracdo dos metabdlitos secundarios produzidos, o isolado de T. asperellum foi
cultivado meio liquido como descrito anteriormente. Frascos conicos contendo 250 mL de
meio autoclavado foram inoculados com sete discos (5 mm @) de BDA previamente
colonizados com o antagonista. Os frascos contendo o meio de cultura e o fungo foram
incubados em agitador orbital (Lab-line incubator-shaker, modelo NT 711) a 150 rpm, a 25°C
em auséncia de luz por sete dias. Apds este periodo, separou-se a parte liquida por filtracdo a
vacuo com auxilio de papel filtro e esta transferida para tubo falcon (50mL) e centrifuga
(centrifuga QUIMIS Q22t) por 12 minutos a 5867 x g. O liquido coletado foi esterilizado por
passagem através de membranas de 0,45 pum. Ao extrato obtido, foram adicionados 50 mL de
acetato de etila (Merck) e 200 mL do extrato metabdlico em um baldo de decantagdo seguida
por uma breve agitacdo manual. Apds este processo, notou-se a formacdo de duas fases na
solucdo (Figura 2). A fase superior foi coletada, filtrada com sulfato de magnésio anidro
(Merck) e submetida ao rotaevaporador a 40°C. Apdés a evaporacdo completa do acetato de
etila da amostra, coletou-se o extrato bruto, lavando-se o baldo volumétrico do rotaevaporador
com 4 mL de acetato de etila (1 mL em cada eppendorf) que posteriormente foi secado em
speedvac em camara com silica gel para evaporacdo completa do solvente. O extrato bruto
foi, entdo, ressuspendido em 1 mL de acetonitrila (Baker):4gua ultrapura (30%) e
centrifugados a 12764 x g por 10 minutos, imediatamente antes de ser submetido a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), conforme metodologia descrita por El-hassan

et al. (2006).
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Figura 2: Baldo volumétrico mostrando a formacéo das duas fases: superior, 0 acetato de etila
e inferior, 0 metabdlito bruto.

Purificacdo de compostos metabdlicos

Apds todo o processo de extracdo do metabolito produzido pelo isolado CEN277 de T.
asperellum, o extrato bruto foi submetido a uma coluna semi-preparativa de fase reversa C18
HPLC (Grace Vydac, 218TP, dimensdes 250 x 4,6 mm, 5 um) conectada em uma pré-coluna
(Grace Vydac, dimensdes 7,5 x 4,6 mm). Para o processamento, a amostra foi dissolvida em
acetonitrila 30% contendo pareador idnico TFA 0,1%. Para elui¢do, utilizou-se gradiente ndo
linear de acetonitrila seguindo os passos: 5% em 5 min, 5-40% em 3 min, 40-70% em 27 min,
60-90% em 5 min e 95% por 5 min. A taxa de fluxo foi de 1 mL por min. e as fragdes foram
detectadas a 216 nm. As fragOes mais representativas e com maior intensidade foram
coletadas separadamente em tubos eppendorf de 1,5 mL. Apos a extracdo de cada fragdo, o
material foi secado em speedvac e diluido em 100 pl de acetonitrila 30%. Cada fragdo foi
testada separadamente em papéis de filtro contra os patdgenos, utilizando as concentracfes de

50 pg.mL™?, 100 pg.mL™ ¢ 200 pg.mL™.
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Avaliacao das fracoes obtidas pela técnica de HPLC

Para verificar a inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum e S. rolfsii em
placas de Petri contendo meio BDA pelas fracdes coletadas nos procedimentos de HPLC,
utilizou-se a técnica de discos de papel filtro. Esta técnica consiste na inser¢do de um disco de
papel filtro de 5 mm de didmetros previamente autoclavado no centro da placa de Petri de 9
cm de didmetro, adiciona-se 20 ul de cada fragdo metabdlica sobre esses discos e inocula-se
dois discos de BDA (5mm @) previamente colonizados com os patdgenos, nas extremidades
da placa (Figura 3). O experimento foi conduzido com trés repeticdes de cada fracdo
metabdlica. A avaliacdo consistiu da medicdo dos didmetros dos halos de inibicdo formados.

Como testemunha (controle negativo), foi utilizada acetonitrila 30% (agua:acetonitrila, 7:3).

Figura 3: Testes de inibicdo do crescimento micelial de S. rolfsii e S. sclerotiorum por
metabdlitos purificados em HPLC de T. asperellum
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Analises por Espectrometria de Massa

As fragOes dos picos levados ao speedvac foram solubilizadas em acetonitrila 30%
(&dgua:acetonitrila 7:3) e misturadas com solugdo saturada de uma matriz constituida por &cido
a-ciano-4-hidroxicindmico (1:3), depositada em uma placa do tipo Anchorchip Var-384 e
secas a temperatura ambiente. Os compostos tiveram suas massas moleculares exatas
determinadas, utilizando um espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF MS Autoflex
(Bruker Daltonics). A calibracéo foi realizada utilizando a prépria matriz como calibrante. Os
valores experimentais obtidos pelas analises do espectrometro de massa foram comparados

com uma base de dados de compostos metabdlicos.

Promocéao de crescimento de Trichoderma em casa de vegetagao

Condicdes de cultura

Vinte isolados de Trichoderma foram utilizados neste ensaio. As culturas, mantidas

em nitrogénio liquido, foram reativadas como descrito nos ensaios anteriores.

Avaliacao da promocéo de crescimento de Trichoderma spp. em casa de vegetagao

Os isolados de Trichoderma que apresentaram o melhor potencial antagdnico nos
ensaios anteriores foram avaliados quanto a promogéo de crescimento, utilizando a cultivar

carioca, em casa de vegetacdo. Os isolados utilizados constam na Tabela 1.
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Tabela 1: Isolados de Trichoderma testados em casa de vegetacdo quanto a promogao

crescimento.

de

Isolado Espécie Substrato/Local

CEN002 | T-stromaticum Moniliophthora perniciosa — llheus
CEN129 T. harzianum Moniliophthora perniciosa - Itambuna
CEN142 | T.koningiopsis Solo do cerrado — Goiania

CEN143 | T. harzianum Solo do cerrado — Goiénia

CEN151 | T. harzianum Solo de campo de milho — Orizona
CEN152 T. harzianum Solo de campo de milho — Orizona
CEN157 | T.koningiopsis Solo de campo de arroz — Goianira
CEN160 T. asperellum Solo — Goiania

CEN163 | T. asperellum Solo de campo de arroz — Goianira
CEN164 T. harzianum Solo — Goianira

CEN188 | T.spirale Solo — Goiania

CEN189 | T.spirale Solo — Goiania

CEN190 | T.erinaceum Solo de campo de algoddo — Acreuna
CEN200 T. koningiopsis Solo raiz de Chrysomalanaceae - Goiatins/Itacaja
CEN207 T. koningiopsis campo de Myrtaceae - Recanto das Emas
CEN208 | T. koningiopsis Solo de campo de copaifera - Planaltina
CEN220 | T.harzianum Solo de campo de algodéo - Rio Preto
CEN228 | T.tomentosum Solo entrelinha de algodao - Rio Preto
CEN273 | T. harzianum Solo entrelinha de algoddo - Rio Preto
CEN277 T. asperellum Jaguariuna
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Para a realizacdo destes ensaios, 0 antagonista foi produzido em frascos Erlenmeyer de
125 mL de capacidade, contendo 20 g de grédos de arroz parboilizado previamente umedecidos
(60% p/v) e autoclavados. Cada frasco recebeu, assepticamente, trés discos (5mm @) de
micélio/agar retirados de colbnias de Trichoderma desenvolvidas em placas de Petri. As
culturas foram incubadas como descrito anteriormente. A cada trés dias o substrato foi
revolvido para promover a troca gasosa, quebra do micélio e aumento da superficie de
conidicdo (Jackson, 1997). Apds sete dias nessas condicBes, o substrato de cada frasco foi
lavado individualmente com Tween 0,05% para a extracdo dos esporos. A concentracdo de
inculo foi quantificada em uma camara de Neubauer e ajustada para 10® conidios/mL. 100 g
de solo previamente autoclavado e adubado foram colocados em células de bandejas plasticas
contendo 72 unidades (4.5 cm de diametro e 110 mL de capacidade/célula). Semearam-se
sementes de feijdo da cultivar BRS estilo do grupo comercial carioca (uma por ceélula).
Verteram-se entdo, sobre o solo, 10 mL de suspensdo de indculo (102 conidios/mL) para cada
isolado. O experimento foi conduzido com quatro repeticdes por tratamento, com
delineamento inteiramente casualizado. A avaliacdo foi realizada apds quatro semanas a

contar da data de plantio. O experimento foi conduzido duas vezes.

Método da validagéo da Silhueta

Para analisar os resultados estatisticamente foi utilizada a técnica de Validacdo da
Silhueta (Rousseeuw, 1987), partindo do principio de que se calcula a largura da silhueta para
cada amostra, a largura média da silhueta para cada cluster e a média global da silhueta média
para o conjunto de dados total. Usando esta aproximacéo, cada cluster pode ser representado
pela chamada silhueta, baseado na comparacdo de seu estreitamento e separagdo. O
comprimento médio da silhueta foi aplicado para validagdo de cluster e também para decidir o

ndmero ideal de clusters.
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A construcdo da silhueta S(i) é dada como:

5 _66)-a0)

 max{a(i)56)]

em que a(i) é dissimilaridade média do objeto i em relacdo a todos os outros objetos do
mesmo cluster; b(i) é dissimilaridade média minima do objeto i em relacdo a todos os outros
cluster (no cluster mais proximo), de acordo com a formula:
-1< S(i)<1. Se o valor da silhueta é proximo de 1, significa que amostra est4 bem clusterizada
e foi designado em um cluster apropriado. Se o valor da silhueta é préximo de zero, significa
que a amostra poderia ser designada em outro cluster mais proximo, e a amostra encontra-se
igualmente distante de ambos os clusters. Se o valor da silhueta é -1, significa que a amostra
foi erroneamente classificada. O comprimento médio da silhueta para todos os objetos é
simplesmente a média de S(i).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa R, versdo 2.15.1

utilizando-se os testes de Silhueta (http://www.r-project.org/).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pareamento de culturas de Trichoderma contra Sclerotinia sclerotiorum (SS) e Sclerotium
rolfsii (SR)

Os resultados obtidos no pareamento de culturas foram agrupados de acordo com as
notas, formando-se cinco grupos distintos entre os isolados do antagonista, conforme escala
proposta por Bell et al. (1982). Essa escala permitiu delimitar os graus de inibicdo do
crescimento do patdgeno em relacdo ao antagonista, conforme Tabela 2 para S. sclerotiorum e
Tabela 3, para S. rolfsii. O grupo 1 (nota 1) foi o que apresentou os melhores niveis de

inibicdo do crescimento micelial do patdgeno, fato verificado com 10,6% dos isolados para
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SS e 14% dos isolados para SR. No grupo 2 (nota 2), se enquadraram 40,6% dos isolados
frente a SS e 60% dos isolados frente a SR. O grupo 3 (nota 3) cobriu 44,6% dos isolados de
Trichoderma, frente a SS e 24% frente a SR. Ja no grupo 4 (nota 4) foram alocados apenas
3,3% e 0,6% dos isolados de Trichoderma, quando confrontados com SS e SR,
respectivamente. Finalmente, no grupo 5 (nota 5) foram alocados 0,6% dos isolados de

Trichoderma, apenas em relacédo a SR.

Tabela 2: Inibicdo do crescimento de Sclerotinia sclerotiorum por isolados de Trichoderma

em cultivo pareado.

% de
Agrupamento n Caodigo dos isolados (CEN) contra S. sclerotiorum
isolados
125,129, 132, 141, 161, 194,170, 171, 173, 223, 277, 281,
Grupo 1 16 10,6

295, 296, 298, 316.

001, 002, 126, 127, 130, 131, 133, 134, 140, 150, 153, 154,
155, 156, 157, 162, 164, 166, 167, 168, 192, 196, 198, 200,
Grupo 2 61 406 202, 203, 205, 208, 209, 210, 219, 220, 228, 229, 230, 232,
234, 235, 237, 238, 248, 250, 251, 252, 254, 255, 260, 262,
268, 275, 280, 282, 283, 284, 287, 288, 289, 293, 294, 297,
299.

128, 139, 142, 143, 144, 145, 146, 148, 149, 151, 152, 158,
159, 160, 163, 165, 169, 170, 188, 190, 191, 195, 197, 201,
Grupo 3 67 44.6 204, 206, 207, 211, 221, 222, 224, 225, 226, 227, 231, 233,
236, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 246, 249, 253, 256, 257,
258, 259, 261, 263, 264, 265, 266, 267, 269, 272, 274, 276,
278, 279, 285, 286, 290, 291, 292.
Grupo 4 5 3,3
147, 189, 193, 245, 247.
Grupo 5 - - -

*n: Numero de isolados de cada grupo (nota). Bell et al., 1982.
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Tabela 3: Inibicdo do crescimento de Sclerotium rolfsii por isolados de Trichoderma em
cultivo pareado.

% de
Agrupamento n _ Cadigo dos isolados (CEN) contra S. rolfsii
isolados
001, 131, 140, 141, 154, 160, 161, 162, 170, 194, 223, 254,
Grupo 1 21 14

273, 275, 277, 281, 284, 287, 289, 290, 297.

002, 125, 126, 127, 129, 130, 132, 133, 139, 142, 144, 146,
148, 149, 150, 153, 155, 156, 157, 158, 159, 163, 164, 165,
166, 168, 190, 191, 192, 193, 197, 198, 200, 202, 203, 204,
Grupo 2 90 60 205, 207, 208, 209, 210, 219, 221, 224, 225, 228, 229, 230
231, 232, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 241, 243, 246, 247,
248, 249, 250, 251, 252, 253, 255, 256, 260, 261, 262, 266,
267, 268, 271, 272, 274, 276, 279, 280, 283, 285, 288, 292,
294, 295, 296, 298, 299, 316.

128, 134, 143, 145, 147, 151, 152, 167, 169, 188, 189, 195,

Grupo 3 36 24
196, 201, 211, 220, 222, 226, 227, 233, 240, 242, 244, 245,
257, 258, 259, 263, 264, 269, 270, 278, 282, 286, 291, 293.
Grupo 4 1 0,6
265.
Grupo 5 1 0,6 206.

*n: Numero de isolados de cada grupo (nota) . Bell et al., 1982.

No experimento de cultivo pareado com S. sclerotiorum ndo se verificou crescimento
do patdgeno sobre as colbnias de Trichoderma, de modo que nenhum dos isolados recebeu
nota cinco. O grupo que apresentou maior numero de isolados foi o grupo 3, seguido do grupo
2. Amin et al. (2010) obtiveram resultados similares com T. harzianum e T. viride, ou seja, a

maioria dos isolados com notas 2 e 3, quando confrontados com Rhizoctonia solani, S.
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sclerotiorum e S. rolfsii. Esse fato pode também ser verificado em trabalhos conduzidos por
Louzada et al. (2009) com S. sclerotiorum e F. solani, Figueiredo et al. (2010) com S.
sclerotiorum e Isaias et al. (2014), este ultimo com os patogenos S. rolfsii e Verticillium
dahliae, utilizando com espécies e isolados de Trichoderma distintos.

O antagonismo de patégenos contra Trichoderma é verificado mais raramente e, neste
experimento, apenas 0 CEN206 apresentou nota 5 frente a S. rolfsii. Mello et al. (2007)
afirmaram a importancia do ensaio de pareamentos de culturas, ndo sé pela possibilidade de
selecdo inicial dos isolados para testes mais decisivos, mas também porque nesses testes é
possivel observar interagdes entre 0s microrganismos e determinar os mecanismos de acéo
envolvidos. Tais mecanismos, como competicdo e micoparasitismo exercidos por fungos do
género Trichoderma, podem permanecer ativos mesmo sob condi¢ces ambientais
desfavoraveis para o crescimento micelial, 0 que sugere a possibilidade de tolerancia do fungo
a estresses (Sathiyaseelan et al., 2009), caracteristica importante, considerando a questdo das
mudancas climaticas e suas possiveis consequéncias para as espécies vegetais exploradas

economicamente.

Anélise das interagdes de patdgenos x Trichoderma

Analises de interacdo entre 0 antagonista e os patdgenos foram realizadas a partir de
amostras das culturas estabelecidas em cultivos pareados. Aos sete dias do confronto direto,
foi observado entrelacamento e deformacédo de hifas tanto de S. sclerotiorum quanto de S.
rolfsii, (Figuras 4, 5 e 6). Alteracbes nas estruturas fungicas como conseqiiéncia de
parasitismo foram amplamente descritas na literatura por Papavizas (1985), estes resultados
estdo evidenciados nas Figura 4D e E. Em todos as amostras examinadas ao microscopio

houve inibicdo do crescimento micelial do patdgeno, a excecdo do isolado CEN206 com S.
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rolfsii, como mencionado anteriormente. Também foi observado que os isolados

de

Trichoderma penetraram e colonizaram propagulos dos isolados CEN216 e CEN217 (Figuras

5C e 6A). Mais de um mecanismo de acdo podem estar simultaneamente envolvidos nessas

acOes antagobnicas (Perello et al., 2003).

Figura 4. A — Imagem aproximada do confronto direto de culturas com Trichoderma, S.
rolfsii (CEN216) e S. sclerotiorum (CEN217) ao microscopio de luz. B — Isolados CEN216
X CEN220. C — Isolados CEN217 x CEN220. D — Antagonista CEN168 crescendo
paralelamente na hifa do patégeno CEN217. E — Enrolamento do Trichoderma CEN168 e a
deformacéo na hifa do patégeno CEN217.
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Figura 5: Imagens obtidas ao microscopio eletronico de varredura. A — Hifas do
Trichoderma (CEN160) crescendo paralelamente a hifa de S. rolfsii; B — Hifas de S.
rolfsii deformadas e presenca de clamiddsporo de Trichoderma; C — Enrolamento de hifa
do isolado CEN142 sobre S. rolfsii e D — Zona de confronto entre o isolado CENO02 e o

patogeno S. rolfsii.
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Figura 6: Imagens obtidas ao microscopio eletrénico de varredura. A — Hifa do

Trichoderma penetrando a hifa do patdgeno e conidio de Trichoderma (CEN142) sobre S.
sclerotiorum. B — Hifas do isolado CEN228 se enrolando em hifas do patdégenos. C e D -
Conidios, hifas de Trichoderma crescendo paralelamente ao patdgeno e hifas danificadas
de S. sclerotiorum e E — Disco de micélio agar ilustrando a regido de confronto entre
CEN142 (direita) e S. sclerotiorum (esquerda).

Martins-Corder & Melo (1998) e Melo & Faull (2000) documentaram o antagonismo
de Trichoderma contra V. dahliae e R. solani, respectivamente. Foram observados
enrolamento e crescimento paralelo de hifas em ambos os casos. O enrolamento e
estrangulamento das hifas do patégeno podem promover a destruicdo da parede celular,
seguindo-se a liberacdo de nutrientes a partir de células mortas (Melo, 1998). Trabalho
desenvolvidos por Elad et al. (1982) j& evidenciavam a producdo de enzimas degradadoras de
parede, como quitinases e celulases, como modo de acdo de Trichoderma spp. contra fungos
fitopatogénicos. Essas enzimas que promovem a lise das células seriam induzidas por

diferentes polimeros componentes da parede dos fungos- alvo (Howell, 2005). Louzada et al.
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(2009) observaram que nem todos os isolados de uma mesma espécie do agente de
biocontrole sdo capazes de exercer o hiperparasitismo, embora capazes suprimir o
crescimento do patdgeno, sugerindo que outros mecanismos como antibiose ou competicédo
possam ser tdo eficientes quanto o parasitismo. Os resultados obtidos neste trabalho estdo de
acordo com as observacdes desses outores, evidenciando variacdo de reaces em funcdo do

isolado do antagonista e do patdgeno considerado.

Efeito inibidor de metabdlitos nado-volateis produzidos por Trichoderma contra S.

sclerotiorum e S. rolfsii

Espécies do género Trichoderma séo capazes de inibir o desenvolvimento de varios
patdgenos por mecanismos diversos, dentre eles a producdo de diferentes metabdlitos
secundarios de efeito antibiotico e enzimas liticas (Melo, 1998). T. harzianum cresce
rapidamente e produz um amplo espectro de metabdlitos que incluem antibidticos,
antifngicos, pigmentos, vitaminas, acidos organicos e enzimas hidroliticas (Grondona et al.,
1997). Na Figura 7 podemos observar a diversidade de pigmentos produzidos por diferentes

espécies de Trichoderma.

Figura 7: Diversidade de pigmentos produzidos por Trichoderma spp. em meio liquido BD.
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De um modo geral, os isolados de Trichoderma promoveram a inibicdo do
crescimento micelial tanto de S. sclerotiorum quanto de S. rolfsii, quando testados quanto a
producdo de compostos toxicos. Alem de restringirem o crescimento micelial, as colonias dos

patdgenos apresentaram-se menos densas ou com deformacdes, como mostra a Figura 8.

Figura 8: A. Efeito inibidor de metabolitos ndo-volateis do CENOO2 T. stromaticum sobre o
crescimento de S. sclerotiorum com 100% de inibicdo e B. CEN126 T. harzianum sobre 0

crescimento de S. rolfsii com 97,7% de inibicdo.

Importante ressaltar que o efeito inibidor de Trichoderma por metabdlitos volateis
sobre S. sclerotiorum e S. rolfsii foi positivo para a maioria dos isolados testados, conforme
ilustram as tabelas 4 e 5. Nesse ensaio, destacaram-se os isolados CEN266, CEN211,
CEN157, CEN194, CEN126, CEN200, CEN228, CEN191, CEN142, CEN231, CENZ284,
CEN289, CEN249, CEN280, CEN151, CEN002, CEN143, CEN159, CEN160, CEN162,
CEN201, CEN207, CEN219, CEN225, CEN227, CEN229, CEN252, CEN254, CEN265,
CEN277 e CEN287 com taxa de inibicdo entre 80 e 100% para S. sclerotiorum (tabela 5). Os
isolados com melhores taxas para S. rolfsii foram o CEN001, CEN125, CEN126, CEN127,
CEN129, CEN141, CEN170, CEN192, CEN225 e CEN280 com taxa de inibicdo entre 64 e

98% (tabela 4).
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Os 149 isolados foram agrupados em uma tabela com base na similaridade da
porcentagem de inibicdo com o intuito de organizar e identificar os isolados com maior taxa
de inibicdo do patdgeno. Assim, na tabela 4 para Sclerotium rolfsii, foram formados cinco
agrupamento, onde o primeiro é composto com isolados com 0% de inibicdo ou seja, 0
patdgeno (S. rolfsii) preencheu toda a superficie da placa de Petri. O segundo grupos com taxa
de inibicdo de 1 - 20%, o terceiro com 21 - 40%, o quarto com 41 - 79% e por fim o quinto
grupo com 80 - 98% de inibicdo. Na tabela 5 para Sclerotinia sclerotiorum, também foram
formados cinco agrupamentos, onde no primeiro estdo inseridos os com 0% de inibicdo que
representam 22% do total estudado. Os do segundo agrupamento com 1 - 20% de inibicdo,
correspondem a 25% dos isolados, o terceiro corresponde a 14%, o quarto 18% e o quinto
20%.

A reducdo do crescimento dos fitopatdgenos pode ser atribuida a competicdo por
nutrientes, como também e a liberacdo de substancias toxicas pelos antagonistas, sendo que
ambos 0s mecanismos contribuem para o melhor potencial de antagonismo exercido pelos
isolados de Trichoderma.

Weidling (1934), em seus estudos, sugeriu 0 envolvimento de compostos que atuam na
acdo antagonista. Mas, somente quase 30 anos depois, Dennis & Webster (1971 a,b)
descreveram experimentos mostrando a inibicdo do crescimento micelial de fungos
fitopatogénicos por metabolitos de Trichoderma. Mais tarde varios antibioticos foram
relacionados e tiveram sua acdo elucidada em trabalhos desenvolvidos por Haran et al.,
(1996) e Inbar et al. (1994). Mais recentemente, Vinale et al. (2014) relata a atividade direta
de metabdlitos secundarios de Trichoderma contra fitopatdogenos e compostos que afetam
substancialmente o metabolismo da planta. A aplicagdo em larga escala de metabdlitos

selecionados para induzir a resisténcia do hospedeiro e / ou para promover o rendimento das
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culturas pode tornar-se uma realidade no futuro préximo e representa uma poderosa
ferramenta para implementacdo de estratégias de biocontrole.

A capacidade de inibicdo do crescimento micelial de fungos fitopatogénicos ocorre
com diferentes espécies de Trichoderma e é variavel entre isolados de uma mesma espécie.
Carvalho et al. (2011) trabalhou com seis isolados de Trichoderma harzianum no controle de
Fusarium oxysporum e, buscando conhecer seu efeito no crescimento inicial do feijoeiro
comum. Todos os isolados apresentaram antagonismo in vitro contra o patégeno. O
crescimento medio do isolado CEN239 foi superior aos demais (37,43cm), enquanto com 0S
outros tratamentos as medidas de comprimentos das plantas variaram entre 27,84 e 33,95 cm.
Ja Fontenelle et al. (2011) testou trinta e cinco isolados pertencente as espéecies T. harzianum,
T. asperellum, T. koningiopsis, T. tomentosum e T. brevicompactum, que, embora
distintamente, apresentaram inibicdo micelial do patdgeno por metabdlitos volateis e néo-
volateis e também no pareamento de culturas. Assim, sugere-se que esses mecanismos ndo
podem ser atribuidos a espécie, e sim a isolado de Trichoderma, dentro de uma mesma
espécie.

Neste trabalho, os ensaios realizados para testar a capacidade de isolados de
Trichoderma em inibir o crescimento de S. sclerotiorum e S. rolfsii in vitro foi demonstrada
tanto nos testes de paramento de culturas como produgdo de metabolitos ndo-volateis e

possibilitaram selecionar potenciais agentes de biocontrole contra os patégenos-alvo.
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Tabela 4: Inibicdo do crescimento de Sclerotium rolfsii por isolados de Trichoderma em

ensaio com metabdlitos ndo-volateis.

Inibicdo

%

N

% de

isolados

Isolados cod. CEN.

61

40

CEN131, CEN132, CEN133, CEN133, CEN134, CEN140, CEN143,
CEN146, CEN148, CEN150, CEN153, CEN154, CEN156, CEN166,
CEN166, CEN168, CEN188, CEN189, CEN193, CEN198, CEN199,
CENZ204, CEN206, CEN211, CEN220, CEN221, CEN223, CEN226,
CEN230, CEN233, CEN234, CEN236, CEN241, CEN242, CEN243,
CEN244, CEN245, CEN253, CEN255, CEN257, CEN258, CEN259,
CEN261, CEN262, CEN263, CEN264, CEN265, CEN270, CEN271,
CEN278, CEN282, CEN285, CEN286, CEN288, CEN290, CEN291,
CEN292, CEN295, CEN296, CEN297, CEN299.

38

25

CEN201, CEN284, CEN232, CEN203, CEN238, CEN207, CEN210,
CEN277, CEN145, CEN202, CEN194, CEN250, CEN165, CEN275,
CEN191, CEN298, CEN279, CEN316, CEN251, CEN274, CEN222,
CEN195, CEN205, CEN151, CEN276, CEN147, CEN155, CEN281,
CEN267, CEN237, CEN283, CEN169, CEN268, CEN294, CEN248,
CENZ269, CEN209, CEN289.

21-40

22

14

CENZ219, CEN240, CEN142, CEN224, CEN190, CEN163, CENZ208,
CENZ229, CEN139, CEN228, CEN273, CEN161, CEN162, CEN260,
CENZ249, CEN247, CEN160, CEN239, CEN272, CEN197, CEN196,
CENZ287.

41-79

18

12

CEN170, CEN192, CEN225, CEN235, CEN252, CEN293, CEN231,
CEN164, CEN266, CEN159, CEN002, CEN256, CEN254, CEN227,
CEN158, CEN144, CEN152, CEN200.

80-98

CENO001, CEN126, CEN280, CEN125, CEN127, CEN129, CEN128,
CEN130, CEN141.

* Numero de isolados
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Tabela 5: Inibigdo do crescimento de Sclerotinia sclerotiorum por isolados de Trichoderma

em ensaio com metabdlitos ndo-volateis.

Inibicdo

%

*

N

% de

isolados

Isolados cod. CEN.

30

22

CENO0O01, CEN131, CEN139, CEN141, CEN148, CEN152, CEN153,
CEN155, CEN206, CEN236, CEN242, CEN244, CEN245, CEN246,
CEN250, CEN253, CEN255, CEN261, CEN262, CEN264, CEN272,
CEN275, CEN278, CEN286, CEN291, CEN294, CEN296, CEN297,
CEN299, CEN316.

38

25

CEN150, CEN202, CEN130, CEN279, CEN276, CEN247, CEN134,
CEN192, CEN193, CEN288, CEN268, CEN274, CEN127, CEN205,
CEN270, CEN140, CEN285, CEN298, CEN149, CEN292, CEN168,
CENZ248, CEN283, CEN293, CEN243, CEN251, CEN158, CEN241,
CEN271, CEN190, CEN295, CEN128, CEN163, CEN133, CEN267,
CEN233, CEN230, CEN282.

21 -40

22

14

CEN257, CEN154, CEN281, CEN125, CEN132, CEN238, CEN258,
CEN165, CEN290, CEN259, CEN147, CEN221, CEN235, CEN263,
CEN156, CEN234, CEN239, CEN260, CEN269, CEN161, CEN220,
CEN240.

41-79

28

18

CEN169, CEN167, CEN146, CEN144, CEN222, CEN198, CEN145,
CEN195, CEN224, CEN237, CEN170, CEN129, CEN273, CENZ210,
CEN188, CEN199, CEN197, CEN226, CEN166, CEN203, CEN196,
CEN223, CEN204, CEN208, CEN209, CEN232, CEN256, CEN189.

80— 100

31

20

CEN266, CEN211, CEN157, CEN194, CEN126, CEN200, CEN228,
CEN191, CEN142, CEN231, CEN284, CEN289, CEN249, CEN280,
CEN151, CEN002, CEN143, CEN159, CEN160, CEN162, CEN201,
CENZ207, CEN219, CEN225, CEN227, CEN229, CEN252, CEN254,
CEN265, CEN277, CEN287.

* Numero de isolados
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Caracterizacdo Molecular dos isolados de Trichoderma

Amplificacdo por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e sequenciamento

A amplificacdo das regides ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e TEF-1o. permitiu uma analise
bastante completa dos isolados para caracterizar as diferentes espécies. As sequéncias
amplificadas por PCR geraram produtos de aproximadamente 630 pares de bases para a
regido ITS (figura 9) e de 1061 pares de base para TEF (figura 10). Pela analise das 50
sequéncias de cada regido, utilizando as bases de dados NCBI (BLAST — Basic Local
Aligment Search Tool (Altschul et al., 1997) e TrichOKEY, foi possivel distinguir sete
espécies distintas: T. asperellum Samuels, Liechfeldt & Nirenberg, T. erinaceum Bisset, C.P.
Kubicek & Skakacs, T. harzianum Rifai, T. koningiopsis Samuels C. Suarez & H.C. Evans, T.
stromaticum Samuels & Pardo-Schulth, T. spirale Bisset e T. tomentosum Bisset. O isolado
CEN159 nao foi identificado em nivel de espécie, pois ndo formou contigs com nenhuma das
regides. Sugere-se que sejam tentadas outras metodologias de extragdo de DNA de forma a
aprimorar a qualidade do extrato, j& que 0 método usando ndo tem se mostrado eficiente, no
caso especifico desse isolado. Caso a identificacdo ndo seja possivel, mesmo com DNA de
melhor qualidade, pode-se lancar mao da analise de outras sequéncias, como fragmentos do
gene B-tubulina, entre outras.

Exemplares de cada espécie foram crescidos em placas de Petri e observados quanto
as caracteristicas de colénia em meio BDA a 25°C por sete dias em ambiente de laboratério e
em seguida fotografados (figura 11). Essa mesmas amostras foram tratadas e levadas ao
microscopio eletrdnico para mostrar detalhes das hifas, fidlides e conidios (figura 12 e figura

13).
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Figura 9: Anélise de produtos de PCR em gel de agarose 1%, da regido do rDNA com
iniciadores ITS1 e ITS4. Marcador molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen); 1 a 22:
amplificacdo de amostras de rDNA utilizando-se iniciadores ITS1 e ITS4 com

aproximadamente 630 pares de bases.

A A L X X R R N RN R R RN N |

Figura 10: Andlise de produtos de PCR em gel de agarose 1%, da regido do rDNA com
iniciadores TEF-1a e EF1. M: marcador molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen);
amplificagcdo de amostras de rDNA utilizando-se iniciadores TEF-lo e EF1 com

aproximadamente 1061 pares de bases.
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Figura 11: Culturas de Trichoderma obtidas em meio BDA ap06s sete dias de incubacdo a
25°C e fotoperiodo de 12 h. Placa 01: T. harzianum (CEN152); Placa 02: T. asperellum
(CEN277); Placa 03: T. asperellum (CEN160); Placa 04: T. tomentosum (CEN168); Placa
05: T. spirale (CEN188); Placa 06: T. erinaceum (CEN190); Placa 07: T. koningiopsis
(CEN142); Placa 08: T. stromaticum (CENO02).
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Figura 12: Imagens de microscopia eletronica de varredura mostrando os detalhes de hifas,

fialides, conidio (ornamentados ou ndo) e clamiddsporos em algumas espécies. A, B, e C
(T. stromaticum); D, E e F (T. koningiopsis); G, H e | (T. asperellum); J, Ke L (T. spirale)
e H Clamiddsporos.
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Figura 13: Imagens de microscopia eletronica de varredura mostrando os detalhes de hifas,
fidlides, conidio (ornamentados ou nao) e clamidosporos em algumas espécies. A, B e C (T.
erinaceum); D, E e F (T. tomentosum); G, H e I (T. harzianum) e J, Ke L (T. asperellum). K

Clamidésporo

53



Diversidade de espécies

Entre os 51 isolados de Trichoderma caracterizados por meio da analise molecular de
duas regides (ITS e TEF-1a), identificaram-se sete espécies: T. asperellum, T. erinaceum, T.
harzianum, T. koningiopsis, T. stromaticum, T. spirale e T. tomentosum.
Os isolados sao procedentes de cinco unidades da federacdo: Bahia, Goias, Sao
Paulo, Tocantins e Distrito Federal (figura 14) e provém de amostras de solo coletadas em
areas com diferentes culturas, como algodao, arroz, milho, goiaba e sorgo.
As informacdes da anélise filogenética nas sequéncias génicas da regido 1TS1-5.8S-
ITS2 e TEF1- a dos 51 isolados de Trichoderma, clado, espécie, isolado e total de organismos

estdo listados na Tabela 6.

1 isolado

8 isolados

1 isolado

27 isolados

14 isolados

Figura 14: Localizacdo geogréfica no mapa do Brasil dos locais de coleta dos isolados de

Trichoderma indicados pelas linhas.
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Tabela 6: Identificacdo molecular, clado, espécie, isolados e total de individuos dos 51
isolados de Trichoderma utilizados nesse estudo.

Clado Espécie Isolado (CEN) Total
1,125, 127,128, 129, 130, 132, 143, 145, 146,

T. harzianum 151, 152, 153, 156, 158, 161, 164, 165, 166, 167, 30

Harzianum
170, 191, 195, 267, 270, 273, 282, 293, 295 e 296.

T. tomentosum 168, 211, 225, 226, 227, 228 e 232. 7
Stromaticum | T. stromaticum 002 1

T. koningiopsis 142, 144, 157, 200, 207 e 208. 6
Viride

T. erinaceum 190 1
Hamatum T. asperellum 160, 163, 229 e 277. 4
Spirale T. spirale 188 e 189 2

O estado do Brasil que contribuiu com maior nimero de isolados foi o de Goids com
53% do total. Nas amostras procedentes desse estado foram identificadas seis espécies: T.
harzianum (15 isolados), T. koningiopsis (4 isolados), T. spirale (2 isolados), T. tomentosum
(2 isolados), T. erinaceum e T. asperellum (1 isolado), seguido por Sdo Paulo com 27,4% e
trés diferentes espécie, T. harzianum (7 isolados), T. tomentosum (5 isolados) e T. asperellum
(2 isolados); Bahia com 15,6% e duas diferentes espécies, T. harzianum (7 isolados) e T.
stromaticum (1 isolado); de Tocantins e Distrito Federal com 1,9% foi identificada apenas
uma espécie (T. koningiopsis).
Com base nos resultados obtidos com a caracterizagdo molecular, foi possivel
calcular o indice de biodiversidade relativa de Trichoderma (ID = 0,13) referente aos 51

isolados na qual foram identificadas sete espécies distintas. Calcular a biodiversidade relativa
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permite uma melhor analise sobre o comportamento de defentes espécies em uma
determinada area. Resultados semelhantes aos observados neste trabalho, foram obtidos por
Druzhinina et al. (2005) onde o ID foi de 0,20 refente a 10 espécies em 53 isolados em
diversas regides da América do Sul, sendo que no atual estudo os isolados foram coletados em
quartro estados brasileiros e no Distrito Federal. Com base em outros trabalhos refentes a
biodiversidade relativa de Trichoderma em diversas partes do mundo, pode-se dizer que o
indice de biodiversidade foi relativamente alto quando comparado com estudos realizados por
Zhang et al. (2005) na China relatou 13 espécies de Trichoderma em 135 isolados, com ID
igual a 0,096. Migheli et al. (2009) em Sardinia na Itdlia onde 15 espécies foram
identificadas em 482 isolados com ID= 0,03. Sadfi-Zouaoui et al. (2009) na Tunisia,
identificaram 5 especies entre 53 isolados com ID igual a 0,094. Sun et al. (2012)
identificaram 23 espécies entre os 1910 isolados trabalhados, obtendo um ID igual a 0,012. Ja
no Brasil, Carvalho-Filho (2013) relatou em seus estudos a identificacdo de 11 espécies de
Trichoderma entre os 144 isolados trabalhados obtendo um ID igual a 0.076. Portanto, o valor
de ID encontrado neste trabalho foi relativamente elevado, se comparado aos encontrados em
distintas regides do globo, inclusive o que foi obtido por Carvalho Filho (2013) com isolados
brasileiros, revelando-se mais baixo apenas quando comparado ao de Druzhinina et al. (2005).

Neste trabalho, a grande maioria dos isolados pertence a espécie T. harzianum,
seguido por T. tomentosum, T. koningiopsis e T. asperellum. Hoyos-Carvajal et al. (2009)
realizou um estudo sobre a biodiversidade genética de Trichoderma e costatou a
predominancia de duas espéecies da Colémbia, T. asperellum seguida de T. harzianum. Esses
resultados mostram uma alta capacidade adaptativa a maioria dos ecossistemas
principalmente por parte da espécie de T. harzianum. Isolados desta espécie foram coletados

de ambientes extremamente secos, quentes, umidos e de clima temperado.
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Caracterizacéo taxonémica

Para a caracterizacdo taxonémica foram formadas duas arvores filogenéticas geradas a
partir das sequéncias de genes ITS1-5.8S- ITS2 do rDNA (Figura 15) e TEF-1a (Figura 16)
suportada com valores de bootstrap acima de 50% para os 50 isolados. Cinco clados foram
formados: Clado Hamatum, Viride, Stromaticum, Spirale e Harzianum. Os resultados foram
compativeis para as duas regiGes analisadas, tanto ITS quanto TEF formaram cinco clados
com sete espécies. A figura 17 representa apenas os isolados trabalhados sem os isolados de

referéncias presentes na tabela 7.
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Figura 15: Arvore filogenética baseada na regifo ITS1-5.85-1TS2 do rDNA dos 49 isolados
de Trichoderma pertencentes a Colecédo de Fungos para Controle Bioldgico de Fitopatogenos
e Plantas Daninhas da Embrapa. A topologia da arvore foi obtida da MP e os valores de
suporte estdo acima com bootstrap acima de 50%. Os isolados T. asperellum (DQ381957), T.
erinaceum (DQ109534), T. harzianum (EF392746), T. spirale (JF439515), T. stromaticum
(HQ342398), T. tomentosum (HQ857116), T. koningiopsis (DQ313138) e T. longibrachiatum
(EU401551) sdo referéncias externas retiradas do GenBank, o utimo foi utilizado como
outgroup.
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Figura 16: Arvore filogenética baseada na regido TEF-lo. do rDNA dos 47 isolados de
Trichoderma pertencentes a Colegdo de Fungos para Controle Bioldgico de Fitopatgenos e
Plantas Daninhas da Embrapa da Embrapa. A topologia da arvore foi obtida da MP e os
valores de suporte estdo acima com bootstrap acima de 50%. Os isolados T. asperellum
(DQ381958), T. erinaceum (DQ109547), T. harzianum (FJ179573), T. spirale (AF534626), T.
stromaticum (HQ342204), T. tomentosum (AF534630), T. koningiopsis (DQ284972) e T.
longibrachiatum (EU401582) sdo referéncias externas retiradas do GenBank, o dtimo foi

utilizado como outgroup.
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Plantas Daninhas da Embrapa da Embrapa. A topologia da arvore foi obtida da MP e os
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60



Tabela 7: Isolados de Trichoderma obtidos do GenBank usados para este estudo como

referéncia.
Espécie NUmero de acesso - ITS Numero de acesso — TEF

T. asperellum DQ381957 DQ381958
T. erinaceum DQ109534 DQ109547
T. harzianum EF392746 FJ179573
T. spirale JF439515 AF534626
T. stromaticum HQ342398 HQ342204
T. tomentosum HQ857116 AF534630
T. koningiopsis DQ313138 DQ284972
T. longibrachiatum EU401551 EU401582

O clado Hamatum foi composto por quatro isolados de T. asperellum, pela analise da
regido TEF-1a. Esses isolados sdo provenientes de dois estados brasileiros Goiés e Sdo Paulo
e foram obtidos de amostras de solo vérias delas coletadas em campos cultivados com
algoddo. Para ITS e TEF observou-se a formacdo de um grupo monofilético bem determinado
e fortemente suportado com valores de bootstrap de 100%. Apesar dos isolados pertencerem a
diferentes regides foi observado uma alta similaridade entre os mesmos. A caracterizacdo pela
regido ITS permitiu a identificacdo de apenas dois isolados de T. asperellum CEN163 e
CEN229, enquanto pela regido TEF-1o foram identificados 4 isolados.(CEN160, CEN163,
CEN229 e CEN277).

O clado Viride foi composto por sete isolados, sendo um T. erinaceum e seis T.
koningiopsis, com valores de bootstrap de 51 e 73% para ITS e TEF, respectivamente, sendo
gue os mesmos possuem isolados procedentes de diferentes culturas localizadas em areas

geograficas distintas.

61




O clado Stromaticum foi composto por um isolado de T. stromaticum fortemente
suportado por valores de bootstrap de 100%.

O clado Harzianum foi composto por 37 isolados, sendo 30 de T. harzianum e sete de
T. tomentosum, suportado com valores de bootstrap superior a 80%. Os isolados foram
provenientes de trés estados, Goids, Sdo Paulo e Bahia e em sua maioria foram obtidos de
amostras de solo cultivado com algodao, milho, arroz, goiaba, sorgo e fungo (Moniliophthora
perniciosa).

O clado Spirale foi composto por dois isolados de T. spirale fortemente suportado com
valores de bootstrap de 100%. Ambos os isolados foram extraidos do solo da regido do Goias.

E importante levar em conta que, nos Gltimos anos, as técnicas de biologia molecular
tém se tornado ferramentas valiosas na taxonomia dos fungos, e sua aplicacdo levou a
reconsideracdo de diversos géneros (LoBuglio et al., 1993; Sheriff et al., 1994). A utilizacao
de ferramentas moleculares para a identificacdo de espécies baseadas nas sequéncias do DNA
vem mostrando que as espécies de Trichoderma estruturadas em conceitos classicos séo, na
verdade, compostas de duas ou mais espécies filogenéticas (Jaklisch et al., 2006). Analises
das sequéncias de rDNA tem sido utilizadas na caracterizacdo intraespecifica de espécies que
foram definidas por morfologia ou ecologia comum. Estes resultados demonstram a
necessidade do uso de técnicas moleculares na indicagdo das inter-relaces entre as espécies
(Muthumeenakshi et al., 1994; Kuhls et al., 1996). T. viride € uma espécie que foi relatada
praticamente em todo o mundo e hoje, com base nos novos conceitos de espécie, sua
distribuicéo restringe-se ao hemisfério norte. Fatos dessa natureza geram confuséo, quando se
utilizam apenas critérios morfoldgicos para identificagdo (Jaklisch et al., 2006). Kraus et al.
(2004) e Degenkolb et al. (2008) relatam em seus trabalhos que as espécies T. harzianum e T.
brevicompactum podem ser confundidas quando utilizada a taxonomia classica e que pode ser

facilmente distinguida pela anélise filogenética.
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Muitos estudos com base em um Unico gene ter sido posto em davida. Identificacéo
com base apenas em sequéncias ITS as vezes nao consegue distinguir entre taxons
proximamente relacionados, pois mais de uma espécie podem compartilhar o mesmo genotipo
(Druzhinina et al., 2005). Um dnico gene ndo tem mostrado ser suficiente para a
caracterizacdo das espécies de Trichoderma/Hypocrea, conforme diversos autores vem
alertando (Bissett et al., 2003; Chaverri et al., 2004 a,b; Lu et al., 2004). A regido ITS foi
isoladamente utilizada por varios anos e Carvalho-Filho (2013) em seu estudo, identificou 11
espécies de Trichoderma dentre 144 isolados, utilizando apenas a regido ITS 1 e 2 obtendo
bons resultados. A caracterizacdo molecular de Trichoderma utilizando apenas essa regido é
possivel, embora hoje ndo seja recomendado trabalhar apenas com uma regido. Trabalhos
mais recentes indicam que as espécies estreitamente relacionadas, por vezes, ndo sdo
distinguiveis com essa regido. Isto é especialmente verdadeiro para Trichoderma sect.
Trichoderma, que inclui T. viride, onde mais do que uma espécie podem partilhar a mesma
sequéncia ITS (Lieckfeldt et al., 1999). Assim, TEF-1o pode ser uma escolha alternativa ou
adicional, por ser mais variavel do que a ITS rDNA, e por isso, capaz de melhor refletir
diferencas entre as espécies dentro e entre os grupos de espécies estreitamente relacionadas
(Samuels, 2006). Devi et al. (2012) obtiveram resultados significativos utilizando TEF-1a
para distinguir isolados de Trichoderma oriundos da india. Lopez-Quintero et al. (2013) ndo
conseguiu identificar com clareza 13 estirpes de Tricoderma apenas com as regides ITS 1 e 2
e Li Destri Nicosia et al. (2014) utilizando as regides ITS e TEF, teve erroneamente apenas
para a regido ITS, um isolado identificado como T. viride sendo que 0 mesmo recentemente
havia sido identificado como T. viridarium. O polimorfismo dentro da regido ITS permitiu a
identificacdo dos isolados de Trichoderma, mas errou na identificacdo da espécie de
referéncia. O gene TEF é um marcador de valor para determinar a diversidade genética entre

os isolados de T. viride que sdo caracterizadas por sequéncias ITS idénticas. Tendo revelado
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um alto nivel de diversidade genética dentro de T. viride, tal como definido por Jaklitsch et al.
(2006).

Analisando as figuras 15 e 16 acima, pode-se observar pequenas diferencas entre 0s
agrupamentos utilizando as regides ITS e TEF-1lo. Embora todas as espécies identificadas
tenham sido correspondentes para ambas as regides, o numero de grupos monofiléticos
formados em TEF-a foi muito superior quando comparado com ITS, principalmente no clado
Hamatum composto quase exclusivamente de T. harzianum. Esse fato comprova a

versatilidade dessa regido na analise intraespecifica, como mencionado anteriormente.

MALDI TOF MS

A utilizacdo do MALDI-TOF MS nesse estudo foi com o objetivo de testar a base de
dados em fase de construcdo para o género Tricoderma, utilizando o software Biotyper
(version 3.0; Bruker Daltonics 156 GmbH) disponivel na Embrapa. e que conta com
informacdes suficientes para identificacdo de outros microrganismos, principalmente bactérias
e leveduras, mas ndo para fungos filamentosos. Estudos anteriores na identificacdo de
isolados desta colecdo de agentes de biocontrole através da técnica MALDI-TOF MS foram
desenvolvidos por Carvalho Filho (2013), que utilizou com sucesso o software Saramis. Este
ja conta com uma base de dados significativa e vem sendo utilizado em varios laboratdrios
mundialmente distribuidos.

Ao se compararem os resultados aqui obtidos na discriminacdo de espécies com 0s
dados de sequenciamento e andlises de sequencias génicas, verificou-se correspondéncia de
100% nos agrupamentos dos clados. Embora se tratando de dados preliminares, ja que a base
de dados se encontra ainda em construcdo, fica aqui demonstrado que a técnica de anélise
utilizando o sistema Biotyper confirma-se como uma alternativa rapida e eficiente para

identificacdo de Trichoderma spp. e devera ser incorporada como parte do arsenal moderno
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de uso rotineiro para a identificacdo das espécies desse fungo e formacdo de um banco de
caracteres associados ao acervo mantido na Colecdo. E importante enfatizar que a integraco
de caracteristicas moleculares, protedmica e fisioldgicas obtidas em testes realizados in vitro e
in vivo, constitui caminho seguro para caracterizar e selecionar isolados microbianos
potencialmente capazes de exercer o biocontrole de doencas de plantas e estabelecer relacfes
filogenéticas e protebmicas entre as espécies.

Conforme mostrado nas Figuras 19 a 26, os espectros de massa obtidos para formar os
perfis moleculares de cada isolado de Trichoderma foram alcancados para os oito isolados
estudados. Ja a Figura 18 apresenta um dendrograma baseado no agrupamento entre 0s
espectros de MALDI-TOF MS para esses isolados de Trichoderma, segundo o qual,
formaram-se cinco ramos maiores cada qual relacionado a espécie—clado correspondente:
clado Harzianum, clado Stromaticum, clado Viride, clado Spirale e clado Hamatum.

Os espectros em bruto, ndo foram comparados com espectros de referéncia pelas
razdes Obvias expostas anteriormente e a analise de agrupamento foi realizada pelo software
Biotyper, calculando-se a distancia entre os valores por uma funcédo de correlagdo. Assim, o
dendrograma foi criado a partir dos valores calculados a distancia através de um algoritmo

estatistico (Lopes et al., 2014).
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Figura 18: Dendrograma resultante da analise por MALDI-TOF MS de oito isolados de
Trichoderma com trés repeti¢Oes cada.

Como se pode observar no dendrograma (Figura 18), os isolados se agruparam
conforme o esperado para as trés repeticdes das espécies T. harzianum, T. tomentosum, T.
stromaticum, T. koningiopsis, Trichoderma sp., T. spirale e T. asperellum: Clado Harzianum
(T. harzianum e T. tomentosum), Clado Stromaticum (T. stromaticum), Clado Viride (T.
koningiopsis), Clado Spirale (Trichoderma sp. e T. spirale). O isolado CEN159, ainda néo
identificado, (Trichoderma sp.) agrupou-se junto com T. spirale este devera ser incluido nos
proximos sequenciamentos das regides ITS/TEF-1a, pois apresentou bons resultados nos
ensaios in vitro. Caso se identifique como pertencente a espécie T. spirale, vale mencionar
gue em levantamentos recentes em sitios de internet, esta espécie ndo apareceu como
ingrediente ativo de nenhum produto comercial (Mello, informacéo pessoal). Porém, existem
outras espécies proximas, segundo agrupamento em secdes estabelecido por Bisset (1991b),
sendo comercializadas, tais como T. polysporum, T. tomentosum e T. virens. Por fim o Clado

Hamatum foi composto pela espécie (T. asperellum).
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Figura 19: Espectros de massa obtidos para T. asperellum preparadas a partir das amostras de
esporos do mesmo isolado estdo indicadas a relagdo massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e
14.000 Da.
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Figura 20: Espectros de massa obtidos para T. asperellum preparadas a partir das amostras de
esporos do mesmo isolado estdo indicadas a relagdo massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e
14.000 Da.
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Figura 21: Espectros de massa obtidos para T. harzianum preparadas a partir das amostras de
esporos do mesmo isolado estdo indicadas a relagdo massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e
13.000 Da.
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Figura 22: Espectros de massa obtidos para T. koningiopsis preparadas a partir das amostras
de esporos do mesmo isolado estdo indicadas a relacdo massa-carga (m/z), na faixa entre 2000
e 12.000 Da.
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Figura 23: Espectros de massa obtidos para T. spirale preparadas a partir das amostras de
esporos do mesmo isolado estdo indicadas a relacdo massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e
14.000 Da.
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Figura 24: Espectros de massa obtidos para T. stromaticum preparadas a partir das amostras
de esporos do mesmo isolado estdo indicadas a relacdo massa-carga (m/z), na faixa entre 2000
e 14.000 Da.
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Figura 25: Espectros de massa obtidos para T. tomentosum preparadas a partir das amostras de
esporos do mesmo isolado estdo indicadas a relagdo massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e
14.000 Da.

Intens.
[a.u]
x104

-479784

-4796.09
-6379.39

3 o o e
8o B3
i o
2
S 5 =
. S = <
2 o = =
= o o
= = = =
= = & = =
; ] o 8 ° —
123 w — © 15
1 & 2 = @ 23 =
d = ~ > o =
0 =3 o — 9 [==3
S s - g &=
v = g @
~ o =
o A hvd
x104 w
1.2 5
=
=
1.0 ~
0.8
06
0.4
0.z
e

0.0
2000 ) 4000 ) 6000 ) 8000 10000 12000 ) 14000 ) 16000 18000 20000 miz

Figura 26: Espectros de massa obtidos para Trichoderma sp. preparados a partir das amostras
de esporos do mesmo isolado estdo indicadas a relacdo massa-carga (m/z), na faixa entre 2000
e 14.000 Da.
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Nestas andlises dos perfis protéticos das espécies de Trichoderma por MALDI-TOF
MS realizadas, os perfis, dos espectros de massa foram expressos na faixa de 2000 a 16000
m/z, para os oito isolados, utilizando amostras preparadas a partir de esporos tratados segundo
metodologia citada.

Ainda com relacdo as Figuras 19 e 20, correspondentes a mesma espécie (T.
asperellum), observa-se um padrdo Unico de espectros para a espécie e repeticdes, obtidos
com os dois isolados utilizados. As pequenas diferencas entre os espectros das duas figuras
com relacdo a intensidade relativa e massa/carga (m/z), podem estar associadas a
caracteristicas peculiares de cada isolado. Por exemplo, um mesmo isolado pode apresentar
em varias repeticbes em placa de Petri, pequenas diferencas fenotipicas que por vezes podem
se refletir nos resultados.

A espécie de T. harzianum representada na Figura 21 apresentou o mesmo padrdo de
espectros para as trés repeticdes e sua maior atividade de espectros foi expressa na faixa de
3000 a 5000 m/z. Ja& a espécie de T. koningiopsis representada na figura 22, que também
exibiu 0 mesmo padrdo de espectros para as trés repeticdes, teve sua maior atividade de
espectros expressa na faixa de 3500 a 7500 m/z. A espécie de T. spirale representada na
Figura 23, também mostrou o mesmo padrdo de espectros entre as trés repeticdes e sua maior
atividade de espectros foi expressa na faixa de 3000 a 5000 m/z e 6500 a 10000 m/z. A
especie de T. stromaticum representada na Figura 24, com 0 mesmo padréo de espectros teve
sua maior atividade de espectros expressa na faixa de 4000 a 9000 m/z. Quanto a espécie de
T. tomentosum, representada na Figura 25, com o0 mesmo padrdo de espectros, apresentou
maior atividade de espectros expressa na faixa de 2000 a 7500 m/z, embora mais significante
na primeira repeticdo onde o0s espectros possuem maior intensidade relativa quando
comparado as outras duas repeticdes. Finalmente, a Figura 26 representa a espécie de

Trichoderma (CEN159) ndo identificada nesse estudo e que exibiu espectros com maior
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atividade na faixa de 3500 a 6000 m/z e 7000 a 10000 m/z. De modo geral, o padrdo de
espectros das trés repeticdes diferiu dos padrdes expressos nas outras espécies supracitadas.
Deste modo, podemos inferir que se trata de uma espécie diferente das identificadas no
presente estudo, dentro do Clado Spirale. Como mencionado anteriormente, os resultados
obtidos sdo animadores quanto a perspectiva de, em futuro proximo, contarmos com um
banco de dados que possibilitard o uso dessa técnica de forma rotineira. Essa técnica vem
sendo utilizada em outros laboratorios que contam com sistema de analise e banco de dados
gue ndo estdo publicamente disponiveis. De Respinis et al. (2010), demonstraram sucesso na
identificacdo molecular e por MALDI-TOF MS de diversas espécies de Trichoderma e
demonstrou o valor dessa técnica perfeitamente coerente com a técnica de comparacdo de
sequéncias génicas. Carvalho-Filho (2013) relatou convergéncia nos resultados entre a técnica
com a andlise filogenética e a andlise dos perfis moleculares por MALDI-TOF MS onde a
maioria dos isolados foi alocada em grupos ou clados semelhantes na arvore filogenética e no
dendrograma, com excec¢do dos isolados das espécies T. asperellum e T. koningiopsis.

Lopes et al. (2014) acreditam que embora seja inerentemente uma técnica molecular,
MALDI-TOF MS difere significativamente das comparacdes diretas de sequéncias genéticas
gue sdo a base da sistematica baseada filogeneticamente. Ainda de acordo com esses autores,
nenhuma dessas abordagens € superior a outra e, portanto, devem ser complementares e
produzir resultados paralelos, ja que ambos sdo baseados na informacdo genémica. Assim
sendo, esse método ndo deverd substituir as analises génicas nos estudos de filogenia, pois
estas se tornaram o padrdo exigido de fato para quase todos os estudos taxonémicos, embora
seja esperado que tera grande utilidade nas identificacOes rotineiras.

Com base no que foi dito, pode se afirmar que a técnica de MALDI-TOF MS vem
promovendo uma revolucdo na identificacdo de microrganismos, pela sua rapidez e

simplicidade, uma vez que as amostras podem ser retiradas diretamente das col6nias crescidas
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em placas de cultivo. A utilizacdo de células intactas para analise produz um espectro de
proteinas tipicas de cada espécie, o que funciona como uma impressao digital (fingerprinting),
que pode ser comparado aos espectros previamente identificados e depositados em banco de
dados (Claydon et al., 1996; Walker et al., 2002; Vargha et al., 2006). O tempo de anélise da
amostra ap0s o0 crescimento em placa é de cerca de 30 segundos enquanto que em outras
metodologias esse tempo pode ser de horas e até dias. Estudos de compara¢do mostraram que
0 custo, levando em conta material consumivel, salarios e depreciacdo do aparato em cinco
anos, pode ser 25% menor, quando comparado a outras metodologias e o custo de analise,
sem considerar custo equipamento e mdo de obra, sai na ordem de centavos (Seng et al.,
2009; Cherkaoui et al., 2010) por amostra. Uma das desvantagens desta tecnologia, é que a
analise é dependente da disponibilidade do espectrdmetro que é um equipamento caro e,
ainda, de sistemas de analise atualmente sé disponiveis comercialmente, sendo os dois
principais (BIOTYPER e SARAMIS) e as entradas atuais sdo essencialmente de isolados
clinicos o0 que ndo é adequado para quem trabalha com isolados ambientais. No entanto, ha a
possibilidade da criacdo de bancos proprios com a variedade infinita de isolados sem a
necessidade da licenca destes bancos. Com essa finalidade, outros membros da equipe do
laboratério vem trabalhando no desenvolvimento de um banco de dados (espectros) para

implementacdo dessa técnica na identificacdo de fungos do género Trichoderma.

HPLC - Metabolitos secundarios de Trichoderma asperellum

O extrato bruto do isolado de T. asperellum foi testado contra S. sclerotiorum e S.
rolfsii utilizando a técnica do papel filtro em placas (Figura 27). Verificou-se a inibi¢do de
crescimento micelial apenas para S. sclerotiorum, enquanto S. rolfsii praticante ndo sofreu

interferéncia em seu crescimento.
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Com a obtencédo do extrato bruto foi possivel a analise cromatografica que forneceu o
cromatograma derivado da HPLC com sete fragdes mais representativas e intensas (Figura

28). Todas as fracdes coletadas (marcadas por nimeros) apresentaram coloragéo transparente.

Figura 27: Inibig&o do crescimento micelial de S. sclerotiorum por extrato bruto obtido do

filtrado de col6nias do isolado CEN277 de Trichoderma asperellum.
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Figura 28: Cromatograma liquida de alta eficiéncia da corrida de 500 mL do extrato bruto do
isolado CEN277 de T. asperellum. As fracGes numeradas de 1 a 7 foram testados contra S.

sclerotiorum e S. rolfsii.
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Avaliacdo das fracdes dos metabolitos secundarios adquiridos por HPLC quanto a

inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum e S. rolfsii.

Ap0s o processamento das fracOes do extrato bruto, as mesmas foram testadas contra
0s patogenos, utilizando a técnica do papel filtro em placas, o que permitiu a verificacdo da
inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum com a fragdo 4 eluida de coluna HPLC.
As fragbes 1, 2, 3, 5, 6 e 7 ndo apresentaram inibi¢do consideravel e foram descartadas. Vale
ressaltar a importancia de se testar, contra outros patdgenos, as fraces que nao se mostraram
ativas em relacdo aos patdgenos utilizados como alvo neste estudo. Nenhuma das fracGes
apresentou atividade contra S. rolfsii, uma vez que ndo se verificou a formacdo de halo de
inibicdo com esse patdgeno (Figura 29).

A partir do resultado obtido com a formacdo do halo de inibicdo da fracdo numero 4
contra S. sclerotiorum, verifica-se a necessidade de aprofundar os estudos no intuito de

elucidar a natureza quimica desse material, numa proxima etapa deste trabalho.

Figura 29: Bioensaio conduzido com a fracdo 4 dos metabdlitos secundarios de T. asperellum

contra S. sclerotiorum e S. rolfsii.
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Analises por Espectrometria de Massa

As fracdes coletadas (1 a 7) pela técnica de HPLC foram examinadas por MALDI-
TOF MS e cada fragcdo apresentou um padrdo de espectros diferente. A fragdo 4 que foi a
Unica que inibiu o crescimento micelial de S. sclerotiorum esta ilustrada na figura 30. Os
espectros dessa fracdo se expressaram em sua maioria entre 400 a 700 m/z e 900 a 1000 m/z e

todos apresentaram diferencgas no padréo de espectros para cada fracéo.

Intens

555555

n

Figﬁfa 30: Espectros de massa obtidos a paftir da fracdo 4 do metabdlito bruto de T.

asperellum. Estdo indicadas a relacdo massa-carga (m/z), na faixa entre 200 e 12.000 Da.

demonstrando maior intensidade relativa entre 400 e 700 m/z.

Na literatura recente sdo encontrados muitos estudos sobre metabdlitos secundarios
produzidos por Trichoderma. Entretanto, pouco tem sido feito em termos de aplicacdo préatica
desses produtos. No Brasil, a baixa aplicabilidade esta limitada & disponibilidade de produtos
comerciais a base de Trichoderma legalmente registrados no Ministério da Agricultura

Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A difusdo de conceitos, principios e vantagens
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envolvidos no uso de bioprodutos ¢ deficiente, limitando o conhecimento dos consumidores
sobre as consequéncias para a saude publica e ambiental do uso intensivo de agrotoxicos
(Machado et al., 2012). Atualmente, a preocupacdo com 0 meio ambiente tem se tornado cada
vez mais crescente e com isso uma parcela de produtores rurais ja vem buscando incorporar o
uso de bioprodutos alternativamente ou em conjunto com o tratamento quimico, de forma a
minimizar o uso destes produtos, ampliando assim, a demanda por tecnologias mais
amigaveis de controle de doencas.

Em estudos recentes, Geraldine et al. (2013) mostraram elevada eficiéncia de isolados
de T. asperellum no controle do mofo branco do feijoeiro, relacionada a alta producdo de
enzimas hidroliticas, tais como NAGase e B-1,3-glucanase, envolvidas na degradacdo da
parede celular de S. sclerotiorum. Tais compostos produzidos por Trichoderma em meio aos
metabolitos secundarios, devem ser estudados com maior aprofundamento pela técnica de
HPLC-eletrospray purificando a fracdo para uma possivel identificacdo da molécula.

Vérias espécies de Trichoderma sdo reconhecidamente produtoras de metabolitos
secundarios, volateis e ndo-volateis, os quais apresentam amplo espectro de acdo
antimicrobiana (Vinale et al., 2008). Dentre os metabolitos produzidos por Trichoderma spp.
citam-se: acido harzianico, alameticinas, antraquinonas, azafilonas, daucanas, harzialactonas,
bisorbicillinoides, butenolides, tricholina, glisopreninas, acido heptelidico, gliovirina, pironas,
tricotecenos, isocianatos, trichosetina, viridina, peptaiboles, entre outros (Mohiddin et al.,
2010; Reino et al., 2008). Na tentativa de identificar a molécula que promoveu grande
inibicdo micelial, Carvalho Filho (2013) recromatografou as fragdes obtidas em coluna HPLC
que apresentaram atividade e, ap0s muitas analises, pode inferir que 0s compostos
responsaveis por essa inibicdo seriam Trichopactina e Asperelina B. Fungos sdo organismos
reconhecidamente produtores de uma grande diversidade de compostos bioativos, razdo pela

qual pesquisas de anos atras, ainda continuam sendo demandadas para isolar e identificar
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novos metabdlitos (Archer et al., 2008; Sun et al., 2011). Esse ¢ um desafio que pode trazer
beneficios substanciais para varios setores produtivos (Gloer, 2007). Dai a importancia de se
abrir essa frente de trabalho nos laboratérios voltados a conservacdo e caracterizacdo da
biodiversidade microbiana.

Benitez et al. (2004) relataram que ao longo dos anos, T. asperellum tem agido como
um eficaz agente de biocontrole de patdgenos devido a producédo de enzimas que hidrolisam
as paredes celulares de outros microorganismos. No entanto, acredita-se que a capacidade de
micoparasitismo de Trichoderma também esteja relacionada a grande variedade de
metabolitos secundarios produzidos por estes organismos (O'Brian & Wright, 2011;
Mukherjee et al., 2012.). Como mencionado por diversos autores citados neste trabalho, a
espécie de T. asperellum tem se destacado entre as demais espécies com relacdo a inibicdo do
crescimento micelial de fitopatdgenos, entre os quais, S. sclerotiorum. Portanto, trata-se de
um alvo de grande importancia de estudos relativos a producdo de metabdlitos secundarios.

Ensaios in vivo com metabdlitos de Trichoderma em plantas de Lupinus luteus
apresentaram bons resultados na acdo preventiva da podriddo branca radicular através da
aplicacdo de 6pp (6-pentil-a-pirona) ou Harzianolide em sementes ou mudas por imersédo em
solucdes desses metabolitos e mostrou o importante papel que esses metabdlitos podem
desempenhar no controle dessa doenca (Arjona-Girona et al., 2014). Ensaios complementares
deverdo ser conduzidos em trabalhos futuros, na exploragcdo de metabolitos produzidos pelo
isolado CEN277.

Estudos conduzidos por Isaias et al. (2014) mostraram uma propor¢do média de
inibicdo do patogeno S. rolfsii entre metabolitos volateis e ndo-volateis estatisticamente igual
apenas para um isolado de T. koningiopsis dentre 20 isolados, enquanto para V. dahliae, com
excecdo da testemunha, todos apresentaram diferenca significativa entre metabdlitos volateis

e nao-volateis, De modo geral, os ndo-volateis apresentaram melhor desempenho,
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corroborando os resultados obtidos por Montalvdo (2012) com outros isolados de
Trichoderma da colecdo, sobre S. sclerotiorum e S. rolfsii. Sendo assim, esses resultados de
pesquisa contribuem para a crenca de uma melhor eficiéncia dos metabolitos nao-volateis.
Com base nessas informacdes existentes na literatura, testou-se neste trabalho a acao
metabolica do isolado CEN277 da espécie T. asperellum, que apresentou excelentes
resultados in vitro. Varios isolados dessa espécie tem mostrado a habilidade de controlar
diversos patdgenos como Cylindrocladium scoparium, causador de tombamento e manchas
foliares em eucalipto (Carvalho Filho et al., 2008), S. sclerotiorum e Rhizoctonia solani
(Carvalho Filho, 2013; Brauna et al., 2009), Verticillium dahlia e S. rolfsii (Isaias et al, 2014).
Diversos autores (Kolombet et al., 2008; Nagayama et al., 2007; Mbarga et al., 2012; Shoresh
et al., 2005; Wijesinghe et al., 2011; Castillo et al.,2011), tem comprovado o potencial de
biocontrole de T. asperellum com formulacGes especificas para sua dispersdo em massa no
campo e em testes de laboratério. Em posse dessas informac@es, enfatiza-se a importancia em
se levar a frente esse estudo, dando continuidade desde a producdo a purificacdo dos
metabolitos secundarios produzidos por T. asperellum. A partir da identificacdo desses
compostos pode-se pensar, no futuro, em utilizar tais moléculas no desenvolvimento de novos

produtos de origem bioldgica para a agricultura.

Promocéao de crescimento de plantas de feijdo em casa de vegetacéo

Pelo método de analise do comprimento da silhueta, os isolados foram separados em
grupos com médias semelhantes utilizando se o algoritmo PAM (Partitioning Around
Medoids). De acordo com a analise, os 20 isolados de Trichoderma separaram-se em
agrupamentos distintos sendo que o numero 6timo de grupos foi definido pela silhueta. Ao
todo foram realizadas duas analises, uma para peso seco de parte aérea e outra para peso seco

de raiz.
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Para a analise de peso seco de parte aérea, formaram-se quatro grupos, como mostra
na Tabela 8. O comprimento médio da silhueta foi de 0,65, indicando uma razoavel separacéo

dos grupos.

Tabela 8: Porcentagem de massa seca (g) de parte aérea de plantas de feijao, obtidos nos
ensaios com relacdo a testemunha segundo agrupamento sugerido pelo método do

comprimento médio da Silhueta. Silhueta total: 0,65.

Promocao de
Grupos | n Caodigos dos Peso seco médio | crescimento do feijoeiro | Média
isolados (CEN) (g) parte aérea (%) Média +/- Desvio da
do feijoeiro padréo silhueta
1 6 151, 129, 002, 0,61 29,7 +/- 0,09 0,70
277,164, 142
2 7 152, 273, 189, 0,64 36,1 +/-0,14 0,73
208, 190, 143, 163
3 6 157, 207, 188, 0,68 44,6 +/- 0,07 0,51
220, 200, 160
4 2 228, TEST 0,47 0,0 +/-0,11 1

*n: Numero de isolados para cada grupo.
*TEST: Planta controle sem in6culo fangico.
Os maiores valores de massa seca de plantas de feijdo estdo representados nos grupos
3 (CEN157, CEN207, CEN188, CEN220, CEN200 e CEN160), seguido do grupo 2
(CEN152, CEN273, CEN189, CEN208, CEN190, CEN143 e CEN163), grupo 1 (CEN151,
CEN129, CEN002, CEN227, CEN164 e CEN142) os quais foram muito superiores a
testemunha. E por fim grupo 4 (CEN228 e testemunha). O incremento na promocdo de
crescimento médio nesses trés primeiros grupos, em termos de massa seca de parte aérea
variou entre 29,7% e 44,6%. O isolado do grupo 4 (CEN228) apresentou valores médios de
crescimento igual ao da testemunha. N&o houve resultados estatisticamente inferiores ao da
testemunha.
Para analise do peso seco de raiz, 0 niamero 6timo de grupos definidos pela silhueta foi
dois (Tabela 9) e o comprimento medio da silhueta foi de 0,64, indicando uma boa separagdo

dos grupos.
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Tabela 9: Porcentagem de massa seca (g) de raiz de plantas de feijdo, em relacdo a testemunha
absoluta, segundo agrupamento sugerido pelo método do comprimento médio da Silhueta.
Silhueta total: 0,64.

Peso seco Promocéo de
Grupos | n | Codigos dos isolados | médio (g) da crescimento do Média da
(CEN) raiz do feijoeiro (%) Média silhueta
feijoeiro +/- Desvio padréo
1 8 | 129, 002, 220, 228, 0,25 13,7 +/- 0,09 0,55
160, 277, TEST.
2 14 | 200, 190, 208, 188, 0,35 20,6 +/- 0,07 0,69
273, 163, 157, 151,
143, 152, 142, 164,
189, 207.

*n: Numero de isolados para cada grupo.
*TEST: Planta controle sem in6culo fangico.

O maior valor referente a massa seca de raiz esta representado no grupo 2 (CEN200,
CEN190, CEN208, CEN188, CEN273, CEN163, CEN157, CEN151, CEN143, CEN152,
CEN142, CEN164, CEN189 e CEN207), o qual os isolados foram superiores a testemunha. O
incremento na promocgao de crescimento médio nesse grupo foi de 20,6%. Os isolado do
grupo 1 (CEN129, CEN002, CEN220, CEN228, CEN160, CEN277 e TEST) apresentaram
valores de crescimento proximos da testemunha com incremento médio de 13,7%. Nao houve
valores inferiores ao da testemunha, sugerindo que os isolados testados ndo prejudicaram o
desenvolvimento das raizes das plantulas.

Os efeitos benéficos de Trichoderma como crescimento de plantas, podem ser
atribuidos a uma acdo indireta do fungo, como aumento da resisténcia da planta, tanto a
agentes bioticos como a agentes abioticos, como afirmado por varios autores (Akladious &
Abbas, 2012; Sharma et al., 2012; Affokpon et al., 2011; Fontenelle et al., 2011; Harman,
2004). Aparentemente foi 0 que ocorreu no presente estudo. Todos os ensaios realizados
demonstraram o potencial de distintos isolados de Trichoderma testados. Esses resultados

corroboram os obtidos por Montalvdo (2012) onde houve incremento na raiz e parte aérea em
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plantulas de tomate. Em trabalho semelhante o tratamento de solo com suspenséo de conidios
de T. harzianum promoveu aumento do peso de massa seca superior a testemunha, no
feijoeiro de 10,3%, no rabanete de 8,3%, no tomateiro de 36,8%, na pimenteira de 41,7% e no
pepineiro de 93,3% (Chang et al., 1986).

Estudos realizados com plantas de milho conduzidos por Resende et al. (2004) indica
maior acumulo de matéria seca das raizes. Ja que Carvalho Filho et al. (2008) nao verificou
incremento na promocao de crescimento em ensaios com Trichoderma em Eucalipto. Esses
resultados sugerem que a promocdo de crescimento de plantas, depende fortemente da
interacdo isolado e espécie vegetal.

Harman (2000) realizou experimento que mostra maior crescimento de raizes de soja e
milho tratadas com T. harzianum T-22 e maior produtividade de pimentdo, comparados com
testemunhas ndo tratadas. Os mesmos autores, em 2004, comprovaram em seus estudos que o
isolado T-22 da espécie T. harzianum foi altamente capaz de promover o crescimento de
plantas e auxiliar no controle e resisténcias a doencas. Pereira et al. (2014) comprovou que T.
harzianum foi capaz de promover o crescimento de plantas de feijao comum, como mostrado
pelo aumento na raiz/areas foliares e por tamanho em comparacdo com plantas crescidas na
sua auséncia. Portanto, os dados obtidos neste trabalho corroboram inimeros outros existentes
na literatura, mostrando a importancia dos fungos do género Trichoderma como promotores
de crescimento de plantas.

Vale enfatizar que Trichoderma spp. sdo organismos vivos cujas atividades dependem
principalmente das diferentes condicfes fisico-quimicas e ambientais a que sdo submetidos.
Os isolados CEN207 (T. koningiopsis), CEN188 (T. spirale), CEN200 (T. koningiopsis) e
CEN189 (T. spirale) selecionados em testes in vivo foram considerados como excelentes
promotores de crescimento feijoeiro. Entretanto, sdo necessarios mais estudos que incluam

testes de campo para confirmacao dessas caracteristicas visando a utilizacdo desses isolados.
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Alguns outros aspectos relativos a atividade de Trichoderma merecem ser destacados.
Por exemplo, Hermosa et al. (2012) verificou que a promocao de crescimento em plantas esta
relacionada também ao processo de solubilizacdo de nutrientes do solo, como o fésforo, por
esses fungos, otimizando a disponibilizacdo e aproveitamento desse elemento pelas plantas,
resultando em aumentos significativos na massa seca, comprimento da parte aérea e da area
foliar. Esse grupo de fungos também pode produzir metabolitos com atividades analogas e
fitohormonios, como acido indol acético-AlA como descrito por Cutler et al. (1989). Friedl &
Druzhinina (2012) observaram que a maioria dos isolados de Trichoderma sdo eximios
colonizadores de ambientes radiculares e interior dos tecidos vegetais (endofiticos). Assim,
Trichoderma interage com a planta pelas raizes ou no entorno delas, estabelecendo uma
comunicacdo quimica e sistémica, alterando a expressdo de inimeros genes das plantas e
podendo proporcionar resisténcia a estresses bidticos e abidticos. Portanto, sdo diversos 0s
mecanismos envolvidos no estimulo de crescimento das plantas por Trichoderma spp. e este

permanece como um campo a ser explorado.
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CONCLUSAO

v Os ensaios in vitro permitiram a selecéo inicial de isolados de Trichoderma que possuem

acdo inibitdria do crescimento micelial de S. sclerotiorum e S. rolfsii.

v' O isolado CEN277 foi o que apresentou melhor desempenho, considerando-se os dois
ensaios, pareamento de cultura, com nota 1 um em relacdo a inibicdo do crescimento de

ambos os patdgenos e 100% de inibicdo por metabolitos ndo-volateis.

v' Os isolados CEN141, CEN161, CEN170, CEN171, CEN173, CEN194, CENZ223,
CEN277 e CEN281 também se destacaram com relacdo ao pareamento de culturas, com

nota 1 pra ambos os patdgenos.

v' Os Isolados CENO002, CEN143, CEN159, CEN160, CEN162, CEN201, CENZ207,
CEN219, CEN222, CEN227, CEN229, CEN252, CEN254, CEN265, CEN277 e CEN287,
com taxa de inibicdo de 100% para S. sclerotiorum devem ser considerados para futuros

ensaios de biocontrole do mofo branco.

v' Os CENO001, CEN125, CEN126, CEN127, CEN129 e CEN280 com taxa de inibigdo
entre 94 e 98% por metabdlitos ndo-volateis contra S. rolfsii, sdo indicados para novos

testes visando ao controle da podridao de esclerdcios.

v Cinquenta e um isolados de Trichoderma foram caracterizados molecularmente utilizando
duas regides (ITS e TEF-1a). As arvores filogenéticas geradas a partir da caracterizacdo e
correspondentes a cada regido, ndo foram divergentes e formaram 5 clados. A regido TEF-

1o separou melhor os grupos monofiléticos.

v Os oito isolados de Trichoderma correspondentes as diferentes espécies identificadas que

foram selecionados para o MALDI TOF, se agruparam conforme o esperado formando
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clados no dendrograma, mostrando a adequacdo dessa técnica associada ao Sistema

Biotype de andlise, para identificacdo de espécie desse género.

v' As investigacdes com a fracdo 4 do metabdlito bruto extraido do isolado CEN277 (T.

asperellum)
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Anexo 1 - Isolados de Trichoderma da Colecdo de Microrganismos para o

Controle Bioldgico de Fitopatdgenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia utilizados neste trabalho.

Isolados Espécie Hospedeiro/substrato Local
CEN1 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN2 T. stromaticum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN125 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN126 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN127 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN128 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN129 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN130 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN131 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN132 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN133 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN134 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia
CEN139 T. harzianum Solo de campo de soja Goias
CEN140 T. harzianum Solo de campo de soja Goias
CEN141 T. harzianum Solo de campo de soja Goias
CEN142 T. koningiopsis Solo do cerrado Goias
CEN143 T. harzianum Solo do cerrado Goias
CEN144 T. harzianum Solo do cerrado Goias
CEN145 T. harzianum Solo de Brachiaria Goias
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CEN146 . harzianum - Goias
CEN147 . harzianum - Goias
CEN148 . harzianum Solo de Brachiaria Goias
CEN149 . harzianum - Goias
CEN150 . harzianum - Goias
CEN151 . harzianum Solo de campo de milho Goias
CEN152 . harzianum Solo de campo de milho Goias
CEN153 . harzianum Solo de campo de milho Goias
CEN154 . harzianum Solo de campo de milho Goias
CEN155 . harzianum Solo de campo de milho Goias
CEN156 . harzianum Solo de campo de milho Goias
CEN157 . koningiopsis Solo de campo de arroz Goias
CEN158 . harzianum Solo de campo de arroz Goias
CEN159 . asperellum Solo de campo de milho Goias
CEN160 . asperellum Solo Goias
CEN161 . harzianum Solo de campo de arroz Goias
CEN162 . asperellum Solo de campo de arroz Distrito Federal
CEN163 . asperellum Solo de campo de arroz Goias
CEN164 . harzianum Solo Goias
CEN165 . harzianum Solo de campo de goiaba Goias
CEN166 . harzianum Solo de campo de goiaba Goias
CENG67 . harzianum Solo de campo de goiaba Goias
CEN168 . tomentosum Solo de campo de sorgo Goias
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CEN169

. harzianum

Solo de campo de sorgo Goias
CEN170 T. harzianum Solo de campo de milho Goias
CEN188 T. spirale Solo Goias
CEN189 T. spirale Solo Goias
CEN190 T. erinaceum Solo de campo de algodéo Goias
CEN191 T. harzianum Solo de campo de goiaba Goias
CEN192 T. harzianum Solo de campo de goiaba Goias
CEN193 T. harzianum Solo de campo de sorgo Goias
CEN194 T. harzianum - Goias
CEN195 T. harzianum Solo de campo de milho Goias
CEN196 T. harzianum Solo de campo de goiaba Goias
CEN197 T. harzianum Solo de campo de sorgo Goias
CEN198 T. tomentosum Solo de campo de algodéo Séo Paulo
CEN200 T. koningiopsis Solo raiz de Chrysomalanaceae Tocantins
CEN201 T. asperellum Solo raiz de Vochysziaceae Tocantins
CEN202 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN203 Trichoderma sp. Solo de campo de algodédo Sao Paulo
CEN204 Trichoderma sp. Solo de campo de algodéo S3o Paulo
CEN205 T. harzianum Solo de campo de algoddo S30 Paulo
CEN206 T. spirale Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN207 T. koningiopsis Salo de campo de Myrtaceae Distrito Federal
CEN208 T. koningiopsis Solo de campo de copaifera Goias
CEN209 T. koningiopsis Solo de campo de copaifera Goias
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CEN210 . koningiopsis Solo de campo de copaifera Goias
CEN211 . tomentosum Solo de campo de taquara Goias
CEN219 . atroviride Solo

CEN220 . harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN221 . koningiopsis Solo de campo de algoddo Sao Paulo
CEN222 . Spirale Solo de campo de algoddo Sao Paulo
CEN223 . harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN224 . harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN225 . tomentosum Solo entrelinha de algodao Sao Paulo
CEN226 . tomentosum Solo entrelinha de algoddo Sao Paulo
CEN227 . tomentosum Solo entrelinha de algodao Sao Paulo
CEN228 . tomentosum Solo entrelinha de algodao Sao Paulo
CEN229 . asperellum Solo entrelinha de algodao Sao Paulo
CEN230 . harzianum Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN231 . Spirale Solo entrelinha de algodao Sao Paulo
CEN232 . tomentosum Solo entrelinha de algodéo S3o Paulo
CEN233 . tomentosum Solo de campo de algoddo S3o0 Paulo
CEN234 . harzianum Solo de campo de algodao Sao Paulo
CEN235 . harzianum Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN236 . harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN237 . harzianum Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN238 . harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN239 . harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
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CEN240 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN241 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN242 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S30 Paulo
CEN243 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN244 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN245 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN246 T. harzianum Solo entrelinha de algodéo S30 Paulo
CEN247 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN248 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN249 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN250 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN251 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN252 T. tomentosum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN253 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN254 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN255 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN256 T. tomentosum Solo de campo de algoddo S3o0 Paulo
CEN257 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN258 T. harzianum Solo de campo de algoddo S30 Paulo
CEN259 Trichoderma sp. Solo de campo de algodéo S30 Paulo
CEN260 T. koningiopsis Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN261 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN262 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
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CEN263

T. harzianum

Solo de campo de algodéo S3o0 Paulo
CEN264 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN265 T. spirale Solo de campo de algoddo Sao Paulo
CEN266 T. tomentosum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN267 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN268 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN269 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN270 T. harzianum Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN271 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN272 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN273 T. harzianum Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN274 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN275 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S&o Paulo
CEN276 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S30 Paulo
CEN277 T. asperellum -- Sao Paulo
CEN278 T. aureoviride - S&o Paulo
CEN279 T. stromaticum - Sao Paulo
CEN280 T. longibrachiatum | Solo S3o0 Paulo
CEN281 T. harzianum Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN282 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S3o Paulo
CEN283 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S3o Paulo
CEN284 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN285 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo So Paulo

116



CENZ286

Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S3o0 Paulo
CEN287 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN288 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN289 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN290 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN291 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S30 Paulo
CEN292 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S30 Paulo
CEN293 T. harzianum Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN294 Trichoderma Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN295 T. harzianum Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN 296 |T. harzianum Solo entrelinha de algodéo Sao Paulo
CEN297 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S&o Paulo
CEN298 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
CEN299 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodéo S30 Paulo
CEN316 T. harzianum Solo de campo de algodéo Sao Paulo
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