VANESSA NASCIMENTO BRITO

Trichoderma spp. ENDOFITICOS DE SERINGUEIRAS NATIVAS DA
FLORESTA AMAZONICA: IDENTIFICACAO E CARACTERIZA CAO DE
NOVAS ESPECIES E POTENCIAL PARA O CONTROLE DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa  de P6s-Graduagao em
Microbiologia Agricola, para obtencdo do

titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2017



Brito, Vanessa Nascimento, 1986-
B862t Trichoderma spp. endofiticos de seringueiras nativas
2017 da floresta amazonica : identificagdo e caracterizagio de novas
espécies ¢ potencial para o controle de fungos fitopatogénicos /
Vanessa Nascimento Brito, — Vigosa, MG, 2017.
xiii, 84f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Marisa Vieira de Queiroz.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Filogenia. 2. Fingerprinting. 3. Atividade
antimicrobiana. 1. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Microbiologia. Doutorado em Microbiologia
Agricola. II. Titulo.

CDD 22 ed. 6324




VANESSA NASCIMENTO BRITO

Trichoderma spp. ENDOFITICOS DE SERINGUEIRAS NATIVAS DA
FLORESTA AMAZONICA: IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE
NOVAS ESPECIES E POTENCIAL PARA O CONTROLE DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagio em
Microbiologia Agricola, para obtencfio do
titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 23 de agosto de 2017.

o li- b_i (L}’
iago de Souza I&ite Lariséa Goulart Zanardo
/"7 |
é C A
.f/ - /,/////
" Mateus F erreira Santana Ofint Liparini Pereira
(Coorientador)

Marisa Vieira de Queiroz

SN A N Y RS S’wg
(Orientador)

L



DEDICO

A Deus.

A minha mie Maria Oleni Luiza do Nascimento (in memorian).



AGRADECIMENTO

Aos meus pais Paulo Rocha Brito e Maria Oleni Luiza do Nascimento (in
memoriam) € meu irmao Saulo Nascimento Brito.

Em especial, agradeco ao meu esposo Sérgio Felipe, pelo companheirismo,
cumplicidade, amor, paciéncia, dedicacdo e conselho.

As minhas amigas da graduacio Aurea Izabel Aurilena Aviz, Jackeline
Siqueira e Nayara Oliveira.

Aos meus professores da Graduagdo Hericlito Eugénio Oliveira da
Concei¢do, Candido de Oliveira Neto e ftalo Albério.

A professora Marisa Vieira de Queiroz, pela orientagdo concedida, pelos
ensinamentos, sugestdes e apoio em todas as etapas da construcdo desta tese.

Aos meus co-orientadores Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Olinto Liparini
Pereira.

Aos professores Tiago de Souza Leite e Lucas Magalhdes de Abreu, pelos
ensinamentos.

A Ana Tibucia e Renato Villaschi pela ajuda durante a coleta no estado do
Amazonas.

Ao Fabio Rodrigues, Nivea Vieira, Janaina Teixeira e Aline Duarte pela
ajuda consedida durante a realizacio desse trabalho.

Aos amigos que a UFV me proporcionou: Fldvia Oliveira, Valquiria Junia,
Fernanda Pereira, Laiane Maciel, Lina Cortez, Jonathan Manhas, Thyara Silva, Rita
Melo, Josi Crispim, Paulo Prates, Tomds Veloso, Alan Cerqueira, Anali Abe,
Newton Sanches, Ana Carolina, Misia Souza, Damaris Gomes, Lucas Correia,
Casley Queiroz, Hanna Lorena...enfim, a todos que fizeram parte desta conquista
direta ou indiretamente em especial a minha amiga Kaliane Sirio pelo convivio fora e
dentro do laboratério.

A todos os professores do Programa de Pds-graduacdo em Microbiologia
Agricola.

A Universidade Federal de Vigosa, pela oportunidade de participar do
Programa de Pés- graduagdo em Microbiologia Agricola.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pela bolsa de estudo cedida durante o curso. Ao Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), a Fundacdo de Amparo a



Pesquisa do estado de Minas Gerais (Fapemig) pelo apoio financeiro. Ao Nucleo de
Anilise de Biomoléculas (NuBioMol) da Universidade Federal de Vicosa, a
Financiadora de Estudos e Projetos (Finep) e ao Sistema Nacional de Laboratorios
em Nanotecnologias (SisSNANO)/Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Informacao

(MCTI), pelo apoio.



BIOGRAFIA

Nascida em 10 de agosto de 1986, em Capitdo Pogo (PA), filha de Paulo
Rocha Brito e Maria Oleni Luiza do Nascimento, Vanessa Nascimento Brito
ingressou na vida académica no ano de 2007, no curso de Agronomia pela
Universidade Federal Rural da Amazonia — UFRA (PA), graduando-se em julho de
2011.

Em agosto de 2011, ingressou no mestrado em Producdo Vegetal, pela
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darci Ribeiro — UENF (RJ), tornando-se
mestre em Produ¢do Vegetal em julho de 2013.

Em agosto de 2013, ingressou no doutorado em Microbiologia Agricola pela
Universidade Federal de Vicosa — UFV (MGQG), defendendo sua tese em agosto de
2017.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt et s viii
LISTA DE TABELAS ..ottt s ix
RESTUMO ..ot ettt ettt et ettt e bt esbeeebeesaneens X
ABSTRACT ...ttt s st s Xii
INTRODUCAO GERAL ......cooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 1
CAPITULO L.ttt sttt st 3
RESTUMO ... ottt ettt ettt et e s bt e et e e bt e s seeeneeas 4
1. INTRODUGCAO ...coooeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 5
2. MATERIAL E METODOS .....ccosviumiiimiirniiseeiesiseeissesssssee s sssse s ssssneees 8
2.1 Origem dos isolados endofiticos do género Trichoderma ....................cccuueen..... 8
2.2 Marcadores IRAP e REMAP utilizados na triagem dos isolados ...................... 8
2.3 Extragdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento ..........cccecueevueerienneensieennenne 9
2.4 Analise fIlIZENETICA. ... .ccoiieiiiiiiiieieeieeee e 12
2.5 Caracterizacao morfoldgica das quatro espécies propostas como novas ......... 17
3. RESULTADOS ...ttt sttt ettt ettt ebe e e nbeeseeeneas 18

3.1 Uso dos marcadores IRAP e REMAP para andlise da variabilidade genética e

triagem dos isolados do g€nero Trichoderma ...............ccooceeeveeeeeveeenceeenieennne 18

3.2 ANAlise FIlO@ENELICA ... .cccuiieeiieeeiie et e 21
3.3 TAXOMOMMIA . c...eeueeeiiieiiieeiieeit ettt ettt ettt ettt e ettt sat e et e st e e b e saneenaneens 25
4. DISCUSSAO ....ccvmiereiniireiieestie it eneeeeas 34

a triagem dos isolados do género Trichoderma ................cccocceeevueieiiicincneanncen. 34

4.2 Identificac@o molecular das espécies do género Trichoderma.......................... 35
4.3 Analise fIlO@ENETICA ..c..eevuviiiieiiiiiceeceteeee e 37
4.4 Quatro novas espécies de Trichoderma propostas COmo NOVAS ........cccveeereveenns 37
5. REFERENCIAS ..ottt sttt 40
CAPITULO L.t ettt sttt sttt et sae e 49
RESTUMO ...ttt et ettt ettt e et e bt et e e beesaaeenbeeneee 50
L. INTRODUGCAO ..ottt 51
2. MATERIAL E METODOS .....coosviuiiiiieieeeteees ettt 54
2.1 Isolados de Trichoderma spp. endofiticos e fungos fitopatogénicos............... 54

Vi



2.2 Ensaio de cultura dupla .........coceovieniiiiiiniiieeee e 55
2.3 Atividade antagdnica a partir do meio de cultura liofilizado...........ccc.ccceeneee. 55
2.4 Inibi¢do da germinagdo dos conidios e determina¢do da Concentracdo Minima

Inibitéria (CMI) a partir do eXtrato bruto ........c.ceevvueeeriieeriieeriieeeiieeeiee e 56
2.5 Obtencdo do perfil dos metabdlitos secundérios de Trichoderma spp.

utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)57

2.6 Atividade enzimatica de B-1,3-glucanase € qUItinase .........c.ccevuereereeruernennnens 58
2.7 ANALISES ESTALISTICAS ...uveeuvieeiiieiee ettt sttt s 59
3. RESULTADOS ...ttt ettt sttt 60
3.1 Ensaio de cultura dupla .........ccoooiiiiiiiiiiieeeeee e 60
3.2 Atividade antagOnica a partir do filtrado liofilizado ..........ccccceeevviiiiniiennnnn. 63

3.3 Inibicdo da germinacdo dos conidios e determinagdo da Concentragdo Minima

Inibitéria (CMI) a partir do eXtrato bruto .........cevcvveeriiieeriieeiiieeniieeeiee e 66
3.4 Perfil dos metabdlitos secundarios bioativos ..........cccveeeeeiiveeeeniiireeeesiieeeeenns 67
3.5 Atividade enzimdtica relacionada a0 micoOparasitiSImo ..........ccceeecveeerveernuveeene 69
4. DISCUSSAOD ....crimiiriiiriieisesie st 72
5. REFERENCIAS .....ouumiimiineiieeeiesisse et 76
CONCLUSOES GERALS ......ctiriimiiirrieeseieessessesiessssssesssessse s s ssesssessssssnsssesens 84

vii



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO I

Figura 1. Perfil de bandas de produtos de PCR gerados a partir da técnica de IRAP de
trinta e 0ito isolados de Trichoderma SPP. ......ccoeeeevueereeiiienieenieeeese e 18
Figura 2. Perfil de bandas de produtos de PCR gerados a partir da técnica de REMAP
de trinta e oito isolados de Trichode rma SPP. ........cccceeveeeeeeerceeneeeiienieeieeeee 19

Figura 3. Dendograma de distincia genética de trinta e oito isolados do g€nero

TTICROAETINGA ...t ettt 20
Figura 4. Arvore filogenética obtida pela Inferéncia Bayesiana..............ccocoovvenne. 22
Figura 5. Trichoderma sp. VIC 44362. ..........coceeiiiioiiiiiiniieiieeeceeeeeeeeeeeee e 26
Figura 6. Trichoderma sp. VIC 44361 . ......c.coovviiiiiiiiiiieeiieeeee et 28
Figura 7. Trichoderma sp. VIC 443603 ........coooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeceteeee e 30
Figura 8. Trichoderma sp. VIC 44304 .........cocoeieioiieiiieeiiieeeieeeeiee et 32

CAPITULO Il

Figura 1. Cultura dupla dos isolados de Trichoderma spp. versus fungos
FILOPALOZEINICOS .vveeivieeiiieeiiie et ee ettt ettt e et e et e et e e eteeesabaeesabeeenabeeenseesnnnee 62
Figura 2. Efeito antagonista do liofilizado das culturas de Trichoderma versus fungos
FIOPALOZENICOS. weeeivireiiieiritieeitee ettt ettt ettt e et e et e e e e treesabaeesabeeenabeeenseesnnnee 65

Figura 3. Comparagdo dos cromatogramas totais da corrente de ions totais - Total ion

urrent chromatograms (TIC). ....ooooiiiiiiiiiiiii e 68
Figura 4. Atividade da -1,3-glucanase de quatro isolados de Trichoderma spp. ..... 70
Figura 5. Atividade da quitinase de quatro isolados de Trichoderma spp. ................ 71

viii



LISTA DE TABELAS

CAPITULO I

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo de PCR para as andlises
de IRAP e REM AP de isolados endofiticos do género Trichoderma. .................. 8
Tabela 2. Genes/locus utilizados na andlise filogenética do género Trichoderma com

os respectivos oligonucleotideos iniciadores e as condigdes de amplificagdo da

Tabela 3. Fungos do gé€nero Trichoderma que foram utilizados neste trabalho ........ 13
Tabela 4. Comparacdo das espécies baseado nas variacdes das caracteristicas

MOTIOIOICAS. ..ottt s 33

CAPITULO II

Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp. endofiticos da seringueira (Hevea spp.)
Utilizados NESIE ESTUAOD. ...eouviiiiiiiiiieii e 54
Tabela 2. Valores médios de crescimento e porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial de F. verticillioides, C. karstii, C. laticiphilum e C.lindemuthianum
obtidos por meio do ensaio de cultura dupla das com os isolados de Trichoderma
spp 61
Tabela 3. Valores médios de crescimento e porcentagem de inibi¢do do crescimento
micelial de F. verticillioides, C. karstii, C. laticiphilum e C.lindemuthianum
obtidos pelo método de difusdo em dgar utilizando o liofilizado de culturas com
os isolados de Trichoderma spp. obtidos por fermentacao... .......cccceevvercveennnne 64
Tabela 4. Efeito dos extratos brutos Trichoderma spp. na inibicdo da germinacao dos

conidios dos fungos fitOPaAtOZENICOS. .....cevuvierriiiiriieeiiie ettt 66



RESUMO

BRITO, Vanessa Nascimento, D.Sc, Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2017. Trichoderma spp. endofiticos de seringueiras nativas da floresta
amazonica: identificacio e caracterizacido de novas espécies e potencial para o
controle de fungos fitopatogénicos. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz
Coorientadores: Olinto Liparini Pereira e Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Espécies do g€nero Trichoderma estio entre os fungos mais estudados e
comercializados como agentes de controle bioldégico na agricultura. Contudo, estudos
envolvendo a andlise de Trichoderma spp. endofiticos em plantas nativas da
Amazdnia brasileira s@o incipientes. Os fungos endofiticos sdo definidos como
aqueles que vivem no interior de tecidos vegetais, convivendo com seus hospedeiros
de maneira simbidtica e apresentam elevada diversidade em florestas tropicais. Os
objetivos do presente estudo foram utilizar os marcadores moleculares IRAP (Inter
Retrotransposon ~ Amplified Polymorphism) e REMAP (Retrotransposon-
Microsatellite Amplified Polymorphism) para a triagem dos isolados de Trichoderma
spp., identificar esses isolados endofiticos de plantas de Hevea spp. nativas da
floresta amazdnica brasileira ao nivel de espécie e caracterizar os isolados com
potencial para utilizacdo no controle biologico de fungos fitopatogé€nicos. Trinta e
oito isolados de Trichoderma spp. foram analisados empregando os marcadores
moleculares IRAP e REMAP. Os perfis de bandas produzidos demonstraram a
redundancia de alguns isolados obtidos do mesmo tecido e na mesma planta. Essa
triagem permitiu a selecio de 30 isolados para a andlise filogenética e a
identificacdo. Para identificacio ao nivel de espécie foram utilizados os
oligonucleotideos especificos para amplificar o espagador interno transcrito (ITS do
rDNA), e dos genes do fator de elongagdo da traducdo 1-alfa (TEF1-a), da
subunidade alfa da actina (ACT) e da subunidade maior da RNA polimerase II
(RPB2). A maioria dos isolados foram classificados em 11 espécies distintas, sendo
quatro novas espécies propostas: Trichoderma sp. VIC 44362, Trichoderma sp. VIC
44361, Trichoderma sp. VIC 44364 e Trichoderma sp. VIC 44363. Estas novas
espécies foram sustentadas filogeneticamente com valores de probabilidade a
posteriori altamente suportados. A sele¢do dos isolados de Trichoderma spp. quanto
ao seu potencial para o controle biologico de fitopatégenos (Colletotrichum karstii,
C. laticiphilum, C. lindemuthianum e Fusarium verticillioides) foi realizada a partir

de ensaios de cultura dupla, atividade antiftingica do filtrado liofilizado e do extrato



bruto e atividade enzimatica. Na andlise de cultura dupla, os isolados 432F8C-AM
(Trichoderma sp. VIC 44361), 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362),
764F2C-AM (Trichoderma sp. VIC 44362), 762F17F-AC (Trichoderma sp. VIC
44362) e 26F9R-AC (T. ovalisporum) apresentaram os maiores potenciais de
mibi¢cdo dos quatro fungos fitopatogé€nicos. Para a andlise do filtrado liofilizado, os
isolados 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363), 24F6C-AM (T. koningiopsis),
245F13C-AC (T. koningiopsis) e T63F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362)
destacaram-se na inibicdo dos quatro fitopatégenos, bem como, foram capazes de
produzir quitinase e B-1,3-glucanase. O isolado 17F5SR-AM (Trichoderma sp. VIC
44363) apresentou os melhores resultados em relacdo a inibicdo do crescimento
micelial e a inibicdo da germinagdo dos conidios de todos os fitopatdgenos testados,
com concentracdes minimas inibitorias relativamente baixas em relagcdo aos demais
isolados testados. Os resultados demonstram que os marcadores moleculares IRAP e
REMAP sio eficientes para serem utilizados durante o processo de triagem para a
selecdo de isolados de Trichoderma spp. AKm disso, a formacdo do dendograma
mostrou uma relacdo com os resultados da andlise filogenética, onde a maior parte
dos grupos formados no dendograma representa espécies filogeneticamente
proximas. O isolado 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363) tem elevado
potencial para ser utilizado no controle biolégico dos fitopatégenos. Ressalta-se
assim, que o isolamento e identificacio de espécies endofiticas do g€nero
Trichoderma em plantas tropicais nativas podem revelar agentes novos e eficientes

para controle de fitopatégenos, além de possibilitar a descoberta de novas espécies.
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ABSTRACT

BRITO, Vanessa Nascimento, D.Sc, Universidade Federal de Vigosa, August, 2017.
Endophytic Trichoderma spp. of native rubber trees of the amazon forest:
identification and characterization of new species and potential for the control
of phytopathogenic fungi. Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisers:
Olinto Liparini Pereira and Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Species of the genus Trichoderma are among the most studied fungi and marketed as
agents of biological control agests in agriculture. However, studies involving the
analysis of endophytic Trichoderma spp. in native plants of the brazilian amazon are
incipient. Endophytic fungi are defined as those which live inside plant tissues in
symbioses, and present high diversity in tropical forests. The objectives of the
present study were first to use the molecular markers IRAP (Inter Retrotransposon
Amplified Polymorphism) and REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified
Polymorphism) to select isolates of Trichoderma spp., for the phylogenetic analusis,
seconde, to identify these isolates of endophytic plants of Hevea spp. native species
of the brazilian amazon forest, and finally, to characterize the isolates with potential
for use in the biological control of phytopathogenic fungi. Thirty-eight isolates of
Trichoderma spp. were analyzed using the molecular markers IRAP and REMAP.
The bands profiles produced also demonstrated the redundancy of some isolates
obtained from the same tissue and in plant. This screening allowed the selection of
30 isolates for phylogenetic analysis and identification. For identification at the
specie level, specific oligonucleotides were used to amplified the transcript internal
spacer (rDNA ITS), translation elongation factor 1 alpha (TEFI1-a), actin alpha
subunit (ACT) and largest subunit of the RNA polymerase 11 (RPB2) sequences.
Most of the isolates were classified in 11 distinct species and four new species
proposed: Trichoderma sp. VIC 44362, Trichoderma sp. VIC 44361, Trichoderma
sp. VIC 44364 and Trichoderma sp. VIC 44363. These new species were
phylogenetically determined by highly supported posteriori probability values. The
selection of Trichoderma spp. isolates with potential for the biological control of
phytopathogens (Colletotrichum karstii, C. laticiphilum, C. lindemuthianum and
Fusarium verticillioides) was selected base on the double culture tests, antifungal
activity of lyophilized filtrate and crude extract and enzymatic activity. In the
double-culture analysis the isolates 432F8C-AM (Trichoderma sp. VIC 44361),
763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362), 764F2C-AM (Trichoderma sp. VIC

Xii



44362), T62F17F-AC (Trichoderma sp. VIC 44362) and 26F9R-AC (T.
ovalisporum) have the highest potentials of inhibition to the four phytopathogenic
fungi. For the analysis of the Iyophilized filtrate the isolates 17F5R-AM
(Trichoderma sp. VIC 44363), 24F6C-AM (T. koningiopsis), 245F13C-AC (T.
koningiopsis) and 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362) stood out in the
inhibition of four phytopathogenic fungi, as well as, capable of producing chitinase
and B-1,3-glucanase. Interestingly, the 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363)
isolate showed the best results regarding inhibition of mycelial growth and inhibition
of conidial germination of all phytopathogens tested, with relatively low inhibitory
concentrations in relation to the other isolates tested. The results demonstrate that the
molecular markers IRAP and REMAP are efficient to be used during the screening
process for the selection of Trichoderma spp. In addition, the formation of the
dendogram showed a relationship with the results of phylogenetic analysis, where
most of the groups formed in the dendogram represent phylogenetically close
species. The 17F5SR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363) isolate has a high potential to
be used in the biological control of phytopathogens. Highlighting, the isolation and
identification of endophytic species of the genus Trichoderma in native tropical
plants may reveal new and efficient agents for the control of phytopathogens, as well

as the discovery of new species.
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INTRODUCAO GERAL

Nos dltimos anos, os micro-organismos endofiticos vém sendo bastante
estudados por apresentarem indmeros beneficios para 0 homem, bem como para o
meio ambiente. Segundo Orlando Petrini (1991), os micro-organismos endofiticos
sdo aqueles que colonizam as plantas durante parte ou por todo seu ciclo de vida de
forma assintomdtica. Essa interacdo planta- microrganismo pode conferir melhor
adaptacdo as plantas no meio ambiente tornando-as mais tolerante a estresses
bidticos e abidticos. Além disso, estes micro-organismos mostram-se com uma fonte
promissora de metabdlitos secundarios de interesse agroindustrial e farmacolégico.

O género Trichoderma apresenta inumeras caracteristicas intrinsecas que
lhes conferem a capacidade de atuar no controle bioldgico de fungos fitopatogénicos.
Sdo capazes de micoparasitar outros fungos por meio de seu arsenal enzimatico e de
metabdlitos secunddrios. Por apresentam crescimento rdpido e elevada esporulacdo
se tornam de ficil manipulagcdo, caracteriticas essenciais para um agente de
biocontrole. No entanto, sdo poucos os trabalhos em relacdo a utilizacdo de espécies
endofiticas para fins de controle biolégico, pois a maioria das espécies que sdo
utilizadas em programas de controle biol6gico é oriunda de solos.

Estudar espécies endofiticas desse género pode revelar novos isolados com a
capacidade de atuar no controle de fungos fitopatogénicos e com isso, subsidiar
programas de controle biologico. Os objetivos do presente estudo foram identificar
ao nivel de espécie os isolados de Trichoderma spp. e selecionar isolados
promissores in vitro para o controle de fungos fitopatogénicos.

No capitulo I, “Trichoderma spp. endofiticos de seringueiras nativas da
floresta amazonica: morfologia, caracterizacio molecular e identificacdo de novas
espécies”, quatro espécies do género Trichoderma sdo propostas como novas
baseadas na andlise filigenética e caracteristicas morfoldgicas, além disso, os
marcadores moleculares IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) e
REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism) sao utilizados de
maneira eficiente na triagem de isolados deste g€nero para auxiliar na identificacdo e
selecdo.

No capitulo II, “Isolados endofiticos do género Trichoderma promissores

para o controle de fungos fitopatogé€nicos”, as espécies identificadas no capitulo I sdo



avaliadas quanto a capacidade de atuarem como agentes de biocontrole in vitro frente
aos quatros fungos fitopatogé€nicos de interesse econdmico Fusarium verticillioides,
Colletrotrichum  karstii,  Colletrotrichum  laticiphilum e  Colletotrichum
lindemuthianum. O isolado 17F5R-AM (Trichoderma sp. VIC 44363) que € uma
nova espécie proposta no capitulo I mostrou os melhores resultados na inibicdo dos

quatro fitopatdgenos analisados.



CAPITULO I

Trichoderma spp. ENDOFITICOS DE SERINGUEIRAS NATIVAS DA
FLORESTA AMAZONICA: MORFOLOGIA, CARACTERIZACAO
MOLECULAR E IDENTIFICACAO DE NOVAS ESPECIES



Resumo

Fungos pertencentes ao género Trichoderma sdo controladores eficientes de fungos
fitopatogénicos, sendo que a maioria das espécies desse gé€nero é oriunda de solos.
No entanto, com o aumento do isolamento e identificacdo de fungos endofiticos,
isolados de Trichoderma spp. t€m sido encontrados vivendo como endofiticos. Com
o objetivo de selecionar e caracterizar as linhagens de Trichoderma spp. endofiticas
de Hevea spp. nativas da floresta amazOnica brasileira, foram realizadas a triagem
dos 1solados e andlise da variabilidade genética utilizando os marcadores moleculares
IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) e REM AP (Retrotransposon-
Microsatellite Amplified Polymorphism), a caracterizacdo morfologica e a
identificacdo molecular por meio da andlise de sequéncias especificas. Um total de
38 isolados foi submetido a andlise utilizando os marcadores IRAP e REMAP e a
partir dessa triagem, trinta isolados foram submetidos a identificacdo ao nivel de
espécie. Esses isolados mostraram alta variabilidade genética. Devido a associacdo
dos resultados da andlise filogenética concatenada/multilocus das regides génicas
com valores altos de probabilidade a posteriori com os resultados da andlise da
morfologia foi possivel propor quatro novas espécies do género Trichoderma. As
quatro novas espécies Trichoderma sp. VIC 44361, Trichoderma sp. VIC 44362,
Trichoderma sp. VIC 44363 e Trichoderma sp. VIC 44364, propostas neste estudo,
sdo realacionadas as espécies Trichoderma atroviride, T. brevicompactum e T.
rogersonii. Nossos resultados demonstraram que os marcadores IRAP e o REMAP
foram eficientes para acessar a variabilidade genética das espécies endofiticas do
género Trichoderma e com isso possibilitaram a triagem de isolados, facilitando a

identificacdo de novas espécies.

Palavras chaves: filogenia; IRAP; REMAP; fingerprinting



1. Introducao

O bioma Amazdnia € mundialmente reconhecido por apresentar elevada
biodiversidade de flora e fauna. Assim, a intensificacdo no desenvolvimento de
pesquisas que contribuam para a caracterizagdo da biodiversidade microbiana
presente neste bioma, pode subsidiar informacdes a serem utilizadas em diferentes
estratégias biotecnolégicas como, por exemplo, na producdo de enzimas (Pereira et
al, 2015), de antibidticos (Pidot et al, 2015) e de antifungicos (Lipinska et al,
2016).

Dentre as espécies de plantas que sdo nativas da Amazdnia, destacam-se a
Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Miill. Arg. e Hevea guianensis Aubl,
conhecidas popularmente como seringueira, sendo H. brasilienses a principal fonte
de matéria-prima para a producdo de borracha natural no mundo (Tang et al., 2010;
Furlani Junior & Gongalves, 2012; Zhu et al, 2015). No entanto, fungos
fitopatogénicos como Pseudocercospora ulei (anteriormente conhecido como
Microcyclus ulei) (Hora Junior et al. 2014) e espécies do género Colletrotrichum
causam enormes prejuizos em plantacdes comerciais de Hevea spp. (Furtado &
Trindade, 2005).

O gnero Trichoderma (Classificacdo: Ascomycota, Pezizomycotina,
Sordariomycetes, Hypocreales, Hypocreaceae) é cosmopolita, ubiquo, de vida livre
ou sapréfita, comumente encontrado na microflora de solos naturais e agricolas, mas
também pode colonizar os tecidos das plantas e crescer entre as suas células, sendo
assim caracterizado como endofitico. Algumas espécies t€m sido isoladas como
endofiticas em diferentes plantas lenhosas, como Herrania sp. (Crozier et al., 2006),
Aegle marmelo (Gond et al, 2007), Theobroma spp. (Bae et al., 2009) e Hevea spp.
(Gazis & Chaverri, 2010; Chaverri et al, 2011). Trichoderma koningiopsis, T.
endophyticum e T. lentiforme destacam-se como as espécies do género com o maior
nimero de relatados (Chaverriet al., 2015).

Adicionalmente, o género Trichoderma também apresenta elevado potencial
para: (i) producdo de enzimas com interesse industrial (Bischof et al, 2016); (i)
producado de diferentes metabdlitos secundédrios (Saravanakumar et al., 2016a); (iii)
inducdo de resisténcia sist€mica em plantas (Vitti et al., 2016; Saravanakumar et al.,

2016b) e (iv) atuagdo na promogdo do crescimento vegetal (Kuswinanti et al., 2015).



AlEm disso, espécies desse género sdo amplamente reconhecidas como parasitas de
outros fungos (Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008; Mukherjee et al., 2013).

Na identificacdo de espécies do g€nero Trichoderma € comum a combinag¢ao
de andlise morfolégica com a andlise molecular. No entanto, tem sido observado que
isolados de Trichoderma spp. podem apresentar homoplasia conidial e isto pode
dificultar a sua caracterizacdo morfoldgica, ao nivel de espécie (Samuels, 2006).
Além disso, muitas espécies de Trichoderma foram identificadas com base em
caracteristicas morfoldgicas e a utilizacdo apenas da regido do espacador interno
transcrito (ITS do rDNA) (Kuhls et al., 1999), contribuindo desta maneira, para uma
baixa resolucdo na separacdo e correta identificacdo de espécies deste g€nero
(Chaverrietal, 2015).

Outras regides génicas t€m sido usadas para a separacdo em nivel de espécie
para o género Trichoderma, como sequéncias da regido génica que codifica para o
fator de elongacdo 1- alfa da traducdo (TEF1-0) e a regido que codifica para a
subunidade maior da RNA polimerase II (RPB2), sendo estas as mais utilizadas para
este género, isoladamente ou concatenadas (Lu et al, 2004; Chaverri & Samuels,
2004; Overton et al, 2006; Chaverri et al., 2015). Sendo assim, o uso da filogenia
molecular tem permitindo a distingdo ripida e correta das espécies do género
Trichoderma (Jaklitsch & Voglmayr, 2015), e, atualmente, algumas espécies isoladas
como endofiticas pertencentes ao género Trichoderma t€m sido classificadas como
novas espécies (Druzhinina et al., 2011; Chaverri et al., 2011).

Outro aspecto sobre os representantes do gé€nero Trichoderma € que o
conhecimento de sua variabilidade genética pode auxiliar na identificacdo,
monitoramento e sele¢do de isolados a serem utilizados no controle biolégico e/ou na
producdao de compostos de interesse industrial (Consolo et al, 2012). Dentre os
marcadores moleculares conhecidos e capazes de revelar polimorfismo entre
individuos geneticamente relacionados, t€m-se o IRAP (Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism) e o REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified
Polymorphism) (Kalendar et al., 1999), que sdo baseados em retrotransposons. Esses
marcadores t€ém sido utilizados para se avaliar a variabilidade genética
intraespecifica e interespécies de fungos (Santana et al., 2012; Santana et al, 2013;
Queiroz et al.,, 2014; Santos et al., 2016, Goldfarb et al., 2016). No entanto,

marcadores IRAP e REMAP ainda ndo foram relatados em literatura para a selecdo



de isolados extreitamente relacionados, a fim de facilitar no monitoramento e selecao
de isolados para posterior identificacdo de espécies.

Assim, considerando que: (i) a seringueira € a principal fonte de borracha
natural (Zhu et al., 2015), (ii) os métodos de controle de doencas da seringueira sao
em sua maioria quimicos e de elevado custo (Le Guen et al., 2008), (iii) Trichoderma
spp. endofiticos podem apresentar potencial para o biocontrole de fitopatdégenos
(Gazis & Chaverri, 2010; Chaverri et al, 2011) e (iv) h4 poucos estudos de
prospeccdo de fungos endofiticos na seringueira, a identificacdo dos isolados de
Trichoderma spp. endofiticos podem revelar novas informacdes sobre a

biodiversidade, além de identificar espécies novas deste género.



2. Material e Métodos

2.1 Origem dos isolados endofiticos do género Trichoderma

Amostras de tecidos de Hevea spp. foram coletadas em duas Bacias
hidrogrificas da floresta amazOnica brasileira, localizadas no estado do Acre e no
Amazonas e o isolados foram obtidos de folhas, caules e raizes de plantas de Hevea
spp- (Araujo et al., dados ndo publicados). Estes isolados fazem parte da Micoteca do
Laboratério de Genética Molecular de Fungos - BIOAGRO - Campus UFV -
Vicosa/MG (Brasil).

2.2 Marcadores IRAP e REMAP utilizados na triagem dos isolados

Um total de 38 isolados de Trichoderma spp. foram submetidos a triagem

utilizando os marcadores moleculares IRAP e REMAP (Tabela 1).

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo de PCR para as analises

de IRAP e REM AP de isolados endofiticos do género Trichoderma.

Técnica Oligonucleotideo Sequéncia (5° 2 3”) Referéncia
iniciador
IRAP CLIRAP2 AATAACGTCTCGGCCTTC  Santana et al., 2013
AG
CLIRAP4 CTTTTGACGAGGCCATGC  Santos et al., 2012
REMAP CLIRAP4 CTTTTGACGAGGCCATGC  Santos et al., 2012
MS1 GGCGGCGGCGGCGGCGGC  Santana et al., 2012
GGCT

Os isolados flingicos foram crescidos em meio BDA, por cinco dias, e 0o DNA
foi extraido usando o Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison
USA) de acordo com as especificagdes do fabricante. A reag¢do para a PCR (reacdo
em cadeia da polimerase) foi realizada para um volume final de 25 pL, contendo 5
uL do tampao Colorless Go Taq® Flexi Buffer [5x] (Promega, Madison USA); 2,5
pL de MgCL [25 mM] (Promega, Madison USA); 1,0 uL de dNTPs [2,5 mM cada
dNTP]; 1,0 pL do oligonucleotideo senso [5 puM]; 1,0 puL do oligonucleotideo
reverso [5 pM]; 0,20 pL de Go Taq® DNA Polymerase [1U/uL] (Promega, Madison



USA); SuL de DNA gendémico (9 ng/ul) e 9,30 pL de 4agua ultrapura. A
amplificacdo foi realizada usando o termociclador PTC-100 MJ Research, com
desnaturacdo inicial de 6 ciclos de 30 sa 94 °C, 30 s a 50 °C e 2 min a 72 °C, sendo
que apods os 6 ciclos iniciais foram adicionados mais 24 ciclos e a cada 6 ciclos eram
somados 30 s ao tempo de extensdo, com extensdo final de 10 min a 72 °C (Santana
etal., 2013).

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5
% (m/v) contendo brometo de etideo (0,2 pg/mL) em tampao TBE 1X. As bandas
amplificadas referentes a cada combinacdo de oligonucleotideos iniciadores
utilizados foram classificadas com ndmero um (presenga) ou zero (auséncia). A
reprodutibilidade dos perfis de bandas foi testada duas vezes com o DNA de todos os
isolados utilizados para confirmacdo das mesmas. Somente bandas reprodutiveis
foram utilizadas nas andlises. O nimero de locus amplificados e o percentual de
polimorfismo foram calculados. Um dedrograma (com bootstrap de 1000 replicatas)
foi construido pelo método de agrupamento ndo ponderado (UPGMA) usando o

pvclust contido no pacote R versdao 3.3.2 (R development Core Team, 2013).

2.3 Extragdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

O material fungico para extracdo de DNA foi obtido a partir de culturas
cultivadas em meio BDA nas condicdes descritas anteriormente, apds cinco dias de
crescimento. O DNA foi extraido usando o Kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, Madison USA).

Para a identificacdo molecular dos isolados foram amplificadas a regido
génica do espacador interno transcrito (ITS do rDNA); a regido génica que codifica o
fator de elongacdo 1-alfa da traducdo (TEF1-a); a regido parcial do gene da
subunidade alfa da actina (ACT); e a regido que codifica para a subunidade maior da
RNA polimerase II (RPB2). Para as amplificacdes destas regides foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 (White et al, 1990); TEF1-728F e
TEF1LLE rev (Carbone & Kohn, 1999; Jaklitsch et al, 2005); Triactl e Triact2
(Samuels et al., 2006); e fRPB2-5f1 e fRPB2-7cR (Liu et al., 1999), listados na
Tabela 2. A PCR foi realizada com de acordo com as condi¢des descritas na Tabela

2. A reacdo de amplificacdo foi realizada em volume final de 25 pL contendo 5 pL

do tampdo Colorless Go Taq® Flexi Buffer [5x] (Promega, Madison USA); 2,5 uL de
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MgCL [25 mM] (Promega, Madison USA); 1,0 uL. de dNTPs [2,5 mM cada dNTP];
1,0 uL do oligonucleotideo senso [5 uM]; 1,0 uL do oligonucleotideo reverso [5
uM]; 0,25 pL de Go Taq® DNA Polymerase [5 U/uL] (Promega, Madison USA), 5
puL de DNA gendmico [15 ng/ul] e 9,25 pL de agua ultrapura, com algumas
alteracOes para cada oligonucleotideo. Apds a amplificag@o, os produtos da PCR
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,2 %, corados com brometo de
etideo e analisados.

Os produtos da PCR foram purificados e sequenciados na empresa Macrogen,
localizada na Coréia do Sul (http//dna.macrogen.com). As sequéncias obtidas foram
editadas, alinhadas e corrigidas manualmente, utilizando o software DN A Base
Sequence  Assembler v3.x 2012 (Heracle BioSoft SRL Romania,
http//www.DnaBaser.com). As sequéncias consenso foram comparadas com o banco
de dados GenBank usando o algoritmo para o alinhamento local de sequéncias
nucleotidicas (Blastn) (Altschul et al, 1990) e TrichoBLAST (Kopchinskiy et al.,
2005).
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Tabela 2. Genes/locus utilizados na andlise filogenética de fungos do género Trichoderma com os respectivos oligonucleotideos

iniciadores e as condicdes de amplificacdo da PCR.

Gene/locus  Oligonucleotideos Sequéncia (5° 2 3°) Condicdes de amplificacdo Referéncias dos
iniciadores oligonucleotideos

95 °C: 3 min; (95 °C 1 min, 51 °C, 1

ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG min, 72 °C, 1 min) x 36 ciclos; 72 White et al., 1990
1TS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC °C, 7 min, mantido no finala 4 °C White et al., 1990

95 °C:3 min; (95 °C 1 min, 61 °C, 1

TEF1-a TEF1-728F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG min, 72 °C, 1 min) x 36 ciclos; 72 Carbone and Kohn, 1999

TEFILLE rev AACTTGCAGGCAATGTGG °C, 7 min, mantido no finala 4 °C Jaklitsch et al, 2005

95 °C: 3 min; (95 °C 1 min, 54 °C, 1
ACT Triactl TGGCACCACACCTTCTACAATGA min, 72 °C, 1 min) x 36 ciclos; 72 Samuels et al, 2006
Triact2 TCTCCTTCTGCATACGGTCGGA °C, 7 min, mantido no finala 4 °C Samuels et al, 2006

95 °C:2 min; (95 °C 1 min, 52 °C, 1

RPB2 fRPB2-5F GAYGAYMGWGATCAYTTYGG min, com aumento de 0,2 °C por Liu et al, 1999
fRPB2-7cR CCCATRGCTTGYTTRCCCAT segundo para 72 °C, 72 °C, 1 min) x Liu et al, 1999
36 ciclos; 72 °C, 7 min, mantido no
finala 4 °C
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2.4 Analise filogenética

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento foram alinhadas no software
MEGAG6: Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0 (Tamura et al,
2013). O arquivo NEXUS foi intercalado usando o software Paup 4b10 (Swofford et
al., 2001) para avaliar a possibilidade de concatenar o conjunto dos dados obtidos a
partir das sequéncias de ITS, TEFl-o, ACT e RPB2. A andlise filogenética
individual da regido I'TS do rDNA e a andlise concatenada/multilocus das sequéncias
de ITS, TEF1-a, ACT e RPB2 foram realizadas por meio da Inferéncia Bayesiana
utilizando o programa MrBayes 3.2.1 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001), sendo que
previamente o melhor modelo evolutivo foi escolhido para cada particdo (gene ou
locus) usando o programa MrModeltest v2.3 (Nylander, 2004). O modelo evolutivo
escolhido para a regido ITS e ACT foi o GTR+I+G e a propor¢do de sitios
invaridveis foi 48,44% para ITS e 60,93 para a regido parcial do gene da actina. Por
outro lado, o modelo evolutivo escolhido para a regido génica que codifica o fator de
elongacdo 1-alfa da traducdo (TEFI1-a) foi o HKY+I+G e a propor¢do de sitios
mvariaveis foi 0,3691. O modelo evolutivo para a sequéncia do gene da subunidade
maior da RNA polimerase II (RPB2) foi o SYM+G, mas sem a presenca de sitios
mvariaveis. O nimero de caracteres utilizados na analise filogenética concatenada foi
de 2427, sendo os valores referentes a cada particdo (gene ou locus) indicados:
ITS=535; TEF1-0= 433; ACT=673 e RPB2=786. Duas corridas independentes com
quatro cadeias Markovianas Monte Carlo (MCMC) foram rodadas por 10.000.000 de
geracOes e as drvores foram amostradas e retidas a cada 1000® geracdo. As primeiras
amostras (1.000.000) de arvores foram descartadas na fase de burnin e as arvores
permanecentes sumarizadas para gerar uma arvore consenso da maioria. Os isolados
obtidos neste estudo e suas respectivas sequéncias serdo depositadas no GenBank
estdo representados na Tabela 3.

Os ramos das arvores cujos valores de probabilidade a posteriori estavam
abaixo de 95 % foram omitidos. O motivo para tal é que valores abaixo de 95 % de
probabilidade indicam uma baixa confiabilidade dos dados com pouco suporte
estatistico (Harada et al., 1995; Rannala & Yang, 1996).

O alinhamento de sequéncias concatenadas da regido ITS, TEF1-0, ACT e
RPB2 foram manualmente ajustados na realizacdo da Inferéncia Bayesiana e
continha 83 sequéncias de espécies do género Trichoderma, sendo 30 sequéncias dos

isolados deste estudo e 53 sequéncias de isolados obtidos do GenBank (Tabela 3).
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Tabela 3. Fungos do gé€nero Trichoderma que foram utilizados neste trabalho.

Espécie Cddigo do Hospedeiro Pais de origem Cdédigo de acesso no GenBank
isolado ITS ACT TEF RPB2
Trichoderma koningiopsis 3F13C-AC H. guianensis Brasil - - - -
Trichoderma ovalisporum 4F9R-AC H. guianensis Brasil - - - -
Trichoderma sp.VIC 44363 14F5R-AM H.brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma sp.VIC 44363 15F5R-AM H.brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma sp.VIC 44363 17F5R-AM H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma erinaceum 20F5C-AM H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma koningiopsis 21F13C-AC H.brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma sp.VIC 44364 22F20C-AC H.brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma harzianum 23F18C-AC  H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma koningiopsis 24F6C-AM H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma koningiopsis 25F1C-AM H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma ovalisporum 26F9R-AC H.guianensis Brasil - - - -
Trichoderma sp.VIC 44363 STF5R-AM H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma koningiopsis 58F6C-AM H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma virens 84F15C-AM  H.brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma koningiopsis 245F13C-AC  H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma harzianum 247F12R-AC  H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma koningiopsis 265F6C-AM  H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma sp.VIC 44361 432F8C-AM  H. brasiliensis Brasil - - - -
Trichoderma ovalisporum 5S08F9R-AC H. guianensis Brasil - - - -
Trichoderma harzianum 5S18F1C-AM  H. brasiliensis Brasil - - -

Siglas referentes aos codigos dos isolados: CBS = Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The Netherlands; C.P.K. = Collection of C.P. Kubicek,
Technische Universitat, Abteilung fiir Mikrobielle Biochemie, Vienna; DAOM = Canadian Collection of Fungal Cultures, Ottawa, Canada; G.J.S., TR =
Culture collection of the United States Department of Agriculture, Systematic Botany and Mycology Lab, Belts ville, MD U.S.A. (BPI); DIS refers to
CABI-Bioscience, Ascot, cultures held by G.J.S. Cédigo * F-AC (Folha/Acre), C-AC (Caule/Acre), R-AC (Caule/Acre); F-AM (Folha/Amazonas), C-
AM (Folha/Amazonas), R-AM (Folha/Amazonas).
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Tabela 3. Continuacao

Trichoderma harzianum
Trichoderma spirale
Trichoderma erinaceum
Trichoderma koningiopsis
Trichoderma sp. VIC 44362
Trichoderma sp. VIC 44362
Trichoderma sp. VIC 44362
Trichoderma harzianum
Trichoderma koningiopsis
Trichoderma ovalisporum
Trichoderma asperellum
Trichoderma brevicompactum
Trichoderma brevicompactum
Trichoderma rogersonii
Trichoderma valdunense
Trichoderma atroviride
Trichoderma harzianum
Trichoderma turrialbense
Trichoderma koningiopsis
Trichoderma atroviride
Trichoderma erinaceum

549F18C-AC
S597F2C-AC
610F5C-AM
619F6C-AM
762F17F-AC
763F25F-AM
764F2C-AM
765F5C-AM
815F11R-AM
DIS 1721

GIJS 09-981
CBS 112443
CBS 112447
CBS 119503
CBS 120923
CBS 142.95
CBS 226.95
CBS 112445
DAOM222105
DAOM?222144
DAOM230019

H. brasiliensis
H. brasiliensis
H. brasiliensis
H. brasiliensis
H. brasiliensis
H. brasiliensis
H. brasiliensis
H. brasiliensis
H. brasiliensis

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Peru

Papua New Guinea

Viena Austria
Viena Austri
Slovenia

Costa Rica

Thailand

DQ323438.1
EU330943.1
EU330942.1
FJ860826.1

FJ860863.1

AY380906.1
AY605713.1
NR138448.1
AY380901.1
AF456916.1
DQ083009.1

DQ328611.1
GU198249.1

FJ442567.1
JN133613.1
DQ379012.1

DQ111969.1

DQ288999.1
GU198233.1
EU338281.1
EU338300.1
FJ860690.1

FI860717.1

AY376051.1
AY605833.1
EU338284.1
AY376042.1
AF456889.1
AY750880.1

FJ442701.1
GU198264.1
EU338319.1
EU338318.1
FJ860583.1
FJ860605.1
EU341801.1
AF545549.1
EU338321.1
EU341810.1
Fl442754.1
KJ842151.1

Siglas referentes aos cddigos dos isolados: CBS = Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The Netherlands; C.P.K. = Collection of C.P. Kubicek,
Technische Universitat, Abteilung fiir Mikrobielle Biochemie, Vienna; DAOM = Canadian Collection of Fungal Cultures, Ottawa, Canada; G.J.S., TR =
Culture collection of the United States Department of Agriculture, Systematic Botany and Mycology Lab, Beltsville, MD U.S.A. (BPI); DIS refers to
CABI-Bioscience, Ascot, cultures held by G.J.S. Cédigo * F-AC (Folha/Acre), C-AC (Caule/Acre), R-AC (Caule/Acre); F-AM (Folha/Amazonas), C-

AM (Folha/Amazonas), R-AM (Folha/Amazonas).
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Tabela 3. Continuacao

Trichoderma koningiopsis DAOM?230813 - FJ442666.1 FJ442595.1 FJ463278.1  FJ442780.1
Trichoderma spirale DIS 1141 Beltisville USA - FJ442811.1 FJ463290.1  FJ442753.1
Trichoderma spirale DIS 151E Beltisville USA FJ442230.1 FJ442819.1 FJ463374.1  FJ442766.1
Trichoderma virens DIS 162 Beltisville USA  FJ442669.1 FJ442588.1 FJ463367.1  FJ442696.1
Trichoderma lentiforme DIS 167c - FJ442269.1 FJ442564.1 FJ463309.1 FJ442689.1
Trichoderma lentiforme DIS 169¢ Beltisville USA  FJ442616.1 Fl442442.1 - FJ442707.1
Trichoderma ovalisporum DIS 172H Beltisville USA  AY380896.1 AY376670.1 AY387660.1 FJ442741.1
Trichoderma koningiopsis DIS 205f - DQ323419.1 DQ328609.1 DQ288993.1 FJ442747.1
Trichoderma lentiforme DIS 218E Beltisville USA  FJ442220.1 Fl442449.1 FJ463310.1  FJ442793.1
Trichoderma endophyticum DIS 218F - Fl442246.1 FJ442450.1 FJ463326.1 FJ442722.1
Trichoderma harzianum DIS 219F - Fl442247.1 Fl442452.1 FJ463325.1 FJ442797.1
Trichoderma endophyticum DIS 220J Beltisville USA  FJ442254.1 FJ442453.1 FJ463330.1  FJ442690.1
Trichoderma endophyticum DIS 221d Beltisville USA  FJ442248.1 FJ442455.1 FJ463389.1  FJ442794.1
Trichoderma virens DIS 328A Beltisville USA  FJ442670.1 FJ442590.1 FJ463363.1  FJ442738.1
Trichoderma koningiopsis DIS 339c Beltisville USA  DQ313142.1 DQ323447.1 DQ284968.1 FJ442784.1
Trichoderma koningiopsis DIS 374A Beltisville USA Fl442213.1 FJ442597.1 FJ463288.1  FJ442730.1
Trichoderma harzianum DIS 55] Beltisville USA  FJ442610.1 FJ442479.1  FJ463294.1 -

Trichoderma erinaceum DIS 7 Peru DQ109534.1 DQ111968.1 DQ109547 -

Trichoderma ovalisporum DIS 70A Beltisville USA AY380897.1 AY376671.1 AY376037.1 FJ442742.1
Trichoderma lentiforme DIS 94D Beltisville USA  FJ442615.1 FJ442483.1 FJ463379.1  FJ442749.1
Trichoderma ovalisporum DIS 203c¢ Brasil DQ315458.1 DQ328608.1 DQ307540.1 FJ442796.1

Siglas referentes aos cddigos dos isolados: CBS = Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The Netherlands; C.P.K. = Collection of C.P. Kubicek,
Technische Universitat, Abteilung fiir Mikrobielle Biochemie, Vienna; DAOM = Canadian Collection of Fungal Cultures, Ottawa, Canada; G.J.S., TR =
Culture collection of the United States Department of Agriculture, Systematic Botany and Mycology Lab, Beltsville, MD U.S.A. (BPI); DIS refers to
CABI-Bioscience, Ascot, cultures held by G.J.S. Cédigo * F-AC (Folha/Acre), C-AC (Caule/Acre), R-AC (Caule/Acre); F-AM (Folha/Amazonas), C-
AM (Folha/Amazonas), R-AM (Folha/Amazonas).
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Tabela 3. Continuacao

Trichoderma koningiopsis GJS 01-204 - FJ442648.1 Fl442545.1 FJ463267.1  GUI198259.1
Trichoderma asperellum GIS 01-292 Saudi Arabia - GU198244.1 GU198229.1 -
Trichoderma erinaceum GJS 02-103 Ottawa Canada KR873100.1 KR873095.1 KR873097.1 KR873099.1
Trichoderma asperellum GIJS 02-63 Cameroon - GU198245.1 GU198230.1 GU198260.1
Trichoderma ovalisporum GJS 04-113 - Fl442614.1 FJ442808.1 FJ463281.1 FJ442781.1
Trichoderma rogersonii GIS 04-157 Beltisville USA DQ323415.1 DQ333565.1 DQ307558.1 JN133566.1
Trichoderma koningiopsis GIS 04-199 - FJ442654.1 FJ442546.1 FJ463268.1  FJ442789.1
Trichoderma arundinaceum GJS 05-182 Iran EU330929.1 - EU338304.1 EU338276.1
Trichoderma harzianum GJS 06-94 - F1442277.1 FJ442517.1 FJ463318.1  FJ442800.1
Trichoderma asperellum GJS 09-981 Peru - GU198249.1 GU198233.1 GU198264.1
Trichoderma asperellum GIS 06-294 Nigeria GU198307.1 GU198251.1 GU198235.1 GU198266.1
Trichoderma atroviride TRS12 Poland KJ786737.1 - KJ786818.1  KP009029.1
Trichoderma arundinaceum GIJS 90-2 Beltisville USA EU330931.1 - EU338278.1 EU338306.1
Trichoderma protudens DIS 119F India EU330946.1 - EU338289.1 EU338322.1
Trichoderma koningiopsis LESF 212 Brasil HQ608031.2 - KT278985.1 KT278914.1
Trichoderma koningiopsis LESF360 Brasil KT278884.1 - KT278986.1 KT278916.1
Trichoderma inhamatum CBS 273.78 Colombia NR134378.1  FJ442561.1 AF348099.1 FJ442725.1
Trichoderma harzianum LESF555 Brasil KT278904.1 - KT279018.1 KT278950.1
Trichoderma spirale LESF329 Brasil KT278877.1 - KT279035.1 KT278969.1
Trichoderma virens LESF004 Brasil KT278851.1 - KT278996.1 KT278928.1

Siglas referentes aos codigos dos isolados: CBS = Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The Netherlands; C.P.K. = Collection of C.P. Kubicek,
Technische Universitat, Abteilung fiir Mikrobielle Biochemie, Vienna; DAOM = Canadian Collection of Fungal Cultures, Ottawa, Canada; G.J.S., TR =
Culture collection of the United States Department of Agriculture, Systematic Botany and Mycology Lab, Beltsville, MD U.S.A. (BPI); DIS refers to
CABI-Bioscience, Ascot, cultures held by G.J.S. Cddigo * F-AC (Folha/Acre), C-AC (Caule/Acre), R-AC (Caule/Acre); F-AM (Folha/Amazonas), C-
AM (Folha/Amazonas), R-AM (Folha/Amazonas).
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2.5 Caracterizagdo morfolégica das quatro espécies propostas como novas

A caracterizagdo morfoldgica foi realizada por meio das observagdes a partir
do método de microcultivo. As imagens das estruturas reprodutivas dos isolados
foram obtidas em Microscépio de Luz/Fluorescéncia Olympus (Modelo BXS50 e
BX53). Estas mesmas estruturas reprodutivas foram mensuradas fazendo uso do
software ImageJ (Abramoff & Magalhaes, 2004). As caracteristicas culturais foram
baseadas nas observacdes do crescimento fingico em placas contendo meio Batata-
Dextrose—Agar (BDA, infusdo de batata, 200 g; glicose, 20 g; dgar, 17 g édgua
destilada até o volume de 1 L), meio Milho—Dextrose—Agar (MDA, Sigma) e o meio
Agar Nutriente Sintético (ANS) (Nirenburg, 1976) incubadas por uma semana a 25
°C £ 2 °C em fotoperiodo de 12 horas de luz branca e 12 horas no escuro, em
triplicata.

Para o ensaio da taxa de crescimento fungico foi realizada a inoculacdo de
discos fungicos de 5 mm, em placas de Petri de 90 mm, contendo 20 mL de meio
BDA, MDA ou ANS. As placas de Petri foram incubadas por 7 dias e o crescimento
foi avaliado todos os dias. Foram realizadas triplicatas para cada meio de cultivo.

Um exemplar representativo de cada espécie proposta como nova foi
depositado no Herbério da Universidade Federal de Vigcosa (Herbarium VIC) e os
isolados foram depositados na colecdo de culturas da Universidade Federal de

Vicosa, Colecao Octavio Almeida Drummond (COAD).
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3. Resultados

3.1 Uso dos marcadores IRAP e REMAP para andlise da variabilidade genética e

triagem dos isolados do género Trichoderma

A andlise envolveu o uso de duas diferentes técnicas de fingerprinting (IRAP
e REMAP) baseadas em elementos transponiveis, a fim de se avaliar a variabilidade
genética intraespecifica e interespécies utilizando 38 isolados de Trichoderma spp. e
fazer uma triagem dos isolados repetidos. Baseado na andlise dos perfis
eletroforéticos foram gerados 28 e 25 loci para IRAP e REMAP, respectivamente
(Figura 1 e 2). Um total de 53 locos/par de oligonucleotideos foi utilizado para a
elaboracdo da matriz de dados utilizando a combinacdo das duas técnicas IRAP e

REMAP, onde foram observados 100% de polimosfismo.

'62F17F-AC
'63F25F-AM
[245F13C-AC

Q
=
I 3
8 o
2 g
£
" =

650—| pp—— TR A

- o= L
------ 500

Figura 1. Perfil de bandas de produtos de PCR gerados a partir da técnica de IRAP de
trinta e oito isolados de Trichoderma spp. O marcador de massa molecular utilizado

foio 1 Kb DNA Ladder (Promega, Madison USA).
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Figura 2. Perfil de bandas de produtos de PCR gerados a partir da técnica de REMAP
de trinta e oito isolados de Trichoderma spp. O marcador de massa molecular

utilizado foi o 1 Kb DNA Ladder (Promega, Madison USA).

Os agrupamentos observados no dendograma foram bem suportados com
valores de bootstrap de 79 e 84 na formacgdo de dois grupos principais grupol e
grupo 2, respectivamente (Figura 3).

Os resultados das andlises dos perfis de bandas, juntamente com as
informacgdes dos tecidos e locais de isolamento permitiram a eliminagdo de isolados
que estavam repetidos. Foram considerados iguais os isolados que haviam sido
retirados do mesmo tecido e apresentavam os perfis de bandas idénticos para os dois

marcadores.
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Figura 3. Dendograma de distincia genética de trinta e oito isolados do g€nero
Trichoderma. A distancia genética foi baseada nos loci obtidos por meio de IRAP e
REMAP. Os valores de bootstrap foram obtidos com 1000 replicatas. O dendograma
foi construido pelo método UPGMA. Os grupos estio representados como Grupo 1 e

Grupo 2. * ndo estdo na arvore filogenética.
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O primeiro grupo observado no dendograma inclui 21 isolados provenientes
tanto do estado do Acre como do Amazonas, oriundas de folhas, caules e raizes de
seringueira (764F2C-AM, 762F17F-AC, 763F25F-AM, 247F12R-AC, 4F9R-AC,
S08F9R-AC, 26F9F-AC 245F13C-AC, 3F13C-AC, 21F13C-AC, 20F5C-AM,
815F11R-AM, 432F8C-AM, 597F2C-AC, 619F6C-AM, 265F6C-AM, 24F6C-AM,
58F6C-AM, 25F1C-AM, 84F15C-AM e 610F5C-AM), sendo representados pelas
espécies T. koningiopsis, T. erinaceum, Trichoderma sp. VIC 44361, Trichoderma
sp. VIC 44362 e T. ovalisporum. Por outro lado, no segundo grupo foram agrupados
17 isolados oriundas de caules e raizes de seringueira (585F5R-AM, 530F5R-AM,
515F5R-AM, 246F5R-AM, 60F5R-AM, 57F5R-AM, 19F5R-AM, 18F5R-AM,
17F5R-AM, 16F5R-AM, 14F5R-AM, 15F5R-AM, 22F20C-AC, 518F1C-AM,
549F18C-AC, 765F5C-AM e 23F18C-AC), provenientes tanto do estado do Acre
quanto do Amazonas, representados pelas espécies Trichoderma sp. VIC 44363,

Trichoderma sp. VIC 44364, T. harzianum.
3.2 Anélise Filogenética

A identificacio molecular utilizando a andlise concatenada neste estudo
revelou dez diferentes espécies de Trichoderma representadas pelas espécies T.
erinaceum (2 isolados); T. koningiopsis (9 isolados); T. ovalisporum (3 isolados); T.
harzianum (5 isolados); T. spirales (1 isolado); T. virens (1 isolado); e quatro
espécies novas propostas neste estudo. A identificagdo, origem e nimero de acesso
no Genebank NCBI sdao mostrados na Tabela 3.

Neste estudo, as quatro novas espécies propostas sdo: Trichoderma sp. VIC
44361 e Trichoderma sp. VIC 44362, ambas relacionadas a 7. atroviride;
Trichoderma sp. VIC 44363, relacionada a T. brevicompactum; e Trichoderma sp.
VIC 44364, relacionada a 7. rogersonii. Todas as novas espécies apresentaran

diferencas filogenéticas emrelacdo as espécies ja descritas (Figura 4).
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Figura 4. Arvore filogenética obtida pela Inferéncia Bayesiana. As sequéncias
nucleotidicas utilizadas da regido ITS do rDNA, TEF1-a, ACT e RPB2 foram
concatenadas sendo 30 isolados deste estudo, em destaque e 53 isolados do
GenBank. Os isolados que representam as quatro espécies propostas como novas
estdo evidenciadas em negrito. Ao lado de cada né ancestral € evidenciado da

esquerda para a direita o valor de probabilidade a posteriori.
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Figura 4. Continuagdo
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A arvore filogenética obtida foi baseada na anilise concatenada de sequéncias
dos 30 isolados selecionados neste estudo e de 53 isolados do banco de dados. As
espécies foram agrupadas em cinco clados: (i) clado Viride; (ii) clado Harzianum;
(iii) clado Lone lineages; (iv) clado Virens; e (v) clado Brevicompactum. A maior
parte dos clados foram altamente suportados com valores de probabilidade a
posteriori proximo ou igual a 1,00 (Figura 4). O clado com o maior ndmero e
porcentagem de isolados foi o Viride com 19 isolados, representando 63,3%. O clado
Harzianum com cinco isolados, representando 16,7%, e o clado Brevicompactum
com quatro isolados representando 13,3%. Os clado Lone lineages e clado Virens
apresentando um isolado cada, contribuiram com 3,3% no total.

Seis grupos de espécies foram distinguidos no clado Viride, comaltos valores
de probabilidade a posteriori. Um grupo com valores de probabilidade a posteriori
iguala 1,00, contendo dois isolados de 7. erinaceum. O segundo grupo, representado
por isolados de 7. koningiopsis, no entanto, apresentaram valores de probabilidade a
posteriori inferiores a 0,95. O terceiro grupo com valores de probabilidade a
posteriori igual a 1,00, contendo tré€s isolados representados pela espécie T.
ovalisporum. O quarto grupo representado pela nova espécie Trichoderma sp. VIC
44361, relacionada a espécie T. atroviride, com valores de probabilidade a posteriori
igual 2 1,00. O quinto grupo representado por trés isolados descritos aqui como a
nova espécie Trichoderma sp. VIC 44362, relacionada também a 7. atroviride, com
valores de probabilidade a posteriori igual a 1,00. Além destes cincos grupos, hi
também, outro grupo, dentro do clado Viride, que cont¢ém apenas um isolado que foi
agrupado com a espécie de T. rogersonii, com valor de probabilidade a posteriori
iguala 1,00, representando a nova espécie Trichoderma sp. VIC 44364.

Cinco isolados (23F18C-AC, 549F18C, 247F12R-AC, 765F5C-AM e
518F1C-AM) foram posicionados no clado Harzianum. No entanto, esse clado é
representado por ‘espécie complexo’ (Chaverri et al., 2003; Druzhinina et al., 2010),
necessitando assim de uma abordagem mais detalhada para a correta identificacdao
destes isolados ao nivel de espécie. Por outro lado, quatro isolados fazem parte do
clado Brevicompactum e pertence a tnica espécie proposta como nova neste estudo.
Os clados Viride e Brevicompactum, que cont€ém espécies novas foram bem
suportados (probabilidade a posteriori, em geral, igual a 1,00). Os clados Lone
lineages e clado Virens, também foram bem suportados com probabilidade a

posteriori igual a 1,00, compostos por um unico isolado cada.
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3.3 Taxonomia

Trichoderma sp. VIC 44362

Caracteristicas da cultura: crescimento 6timo em todos os meios analisados a 25°C
e crescimento limitado a 35°C. Em meio MDA o crescimento foi de 77,5 mm a
25°C, 70,5 - 72,5 mma 30°C e 11,5-12,5 mm a 35°C, ap6s 72 h (Tabela 4). Colonia
hialina, delgada, floculosa, verde para verde amarelado (Figura 5). Nenhum
pigmento notado em meio de cultura, aroma caracteristico de coco. Clamiddsporos
numerosos, globosos, intercalares e terminais (Figura 5). Formacdo dos conidios
notada apds dois dias, verde escuros, com pustulas soltas, contorno irregular ou
circular, arranjados separadamente, com formacdo de =zonas concéntricas.
Conidiéforos formados nos eixos principais, longos e espassados com fidlides
solitdrias e emparelhadas, conidiéforos curtos também presentes, com ramificacdes
laterais com duas a trés fidlides ou unica célula em angulos retos, ligeiramente
inclinados ou curvados. Fidlides com tamanhos entre (- 4,0)8,0 - 8,0(- 12,0) x (2,0 -
)3,0 — 3,0(- 4,0) um, (n=30) (Tabela 4), ampuliformes, retas ou levemente curvadas
para cima, com a parte mediana mais ampla. Conidio verde, liso, subgloboso ou oval,
conidios variando de (2,0 - )3,0 - 3,0(4,0) x (2,0 - )3,0 - 3,0(4,0) u m, (n=30) (Tabela
4). Com crescimento atingindo 77,5 mm a 25 °C, 72,5 - 74,5 mm a 30°C e 11,5 -
12,5 mm a 35°C, ap6és 72 h em meio BDA. A coldnia ocupou a placa toda apds 3
dias a 25°C, apresentando micélio denso e cotonoso. Em ANS, apresentou
crescimento de 37,5 - 41,5 mm a 25°C, 46,5 - 48,5 mma 30°C e 14,5 - 15,5 mm a
35°C, ap6s 72 h (Tabela 4). A coldnia ocupou a placa toda apés 5 dias a 25°C.
Coldonia hialina e delgada. Nao foi observado pigmento difuso no meio e nenhum
odor notado. Clamiddsporos notado apds 2 dias. Formagao de conidios observado
apo6s 2 dias, dispostos em varias zonas concéntricas espalhando-se do centro para as
extremidades, tornando-se verde escuros e abundantes (Figura 5).

Habitat: Endofitico presentes em folhas e caules de arvores de Hevea brasiliensis.
Distribuicdo: Bacia amazdnica, Brasil

A ser proposto como holétipo: T63F25F-AM

Nota. Trichoderma sp. VIC 44362 é uma espécie tropical, endofitica, presentes em
folhas e caules de Hevea brasiliensis. Pertencente ao clado Viride (Figura 5).
Trichoderma sp. VIC 44362 apresenta numerosos clamidésporos, rapido
crescimento, nenhum pigmento notado, produz odor parecido com cheiro de coco.

Conidos subglobosos ou ovais, verdes, com tamanhos variando de (2,0 - 4,0) x (2,0 -
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4,0). Comparado com T. atroviride, Trichoderma sp. VIC 44362 apresentou rapido
crescimento em meio de cultura (MDA 77,5 mm, BDA 77,5 mm, ANS 37,5 - 41,5

mm).

Figura 5. Trichoderma sp. VIC 44362 (A-I). Aparéncia da colonia (meios BDA,
MDA e ANS, 7d, 25 °C) (A, B e C); Aparéncia de pustulas de conidiacdio em ANS
(D); Conidioforos e fidlides (ANS) (E, F); Clamid6sporos (G, H); Conidios (I).
Barras de escala: A, B, C, =20 mm, D=0,5 mm, F, G=20 um, E, H, I = 10 um.
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Trichoderma sp. VIC 44361

Caracteristicas da cultura: crescimento 6timo a 25°C em meio MDA e BDA,
crescimento limitado a 25°C em ANS. Em MDA o crescimento foi de 77,5 mm a
25°C, 60,5 - 62,5 mm a 30°C e 6,5 - 11,5 mm a 35°C, ap6s 72 h (Tabela 4). Colonia
hialina, delgada. Nenhum pigmento notado produz aroma parecido com coco.
Clamidésporos abundantes. Produgao de conidios notado apds 2 dias, verde escuro,
com pustulas soltas, contorno irregular ou circular, arranjados separadamente, com
formacdo de zonas concéntricas (Figura 6). Conidi6foros formados nos eixos
principais, longos e espassados com fidlides solitarias e emparelhadas, conidiéforos
curtos também estdo presentes, com ramificacOes laterais com2 a 3 fidlides ou tunica
célula em angulos reto, ligeiramente inclinados ou curvados (Figura 6). Fidlides com
tamanhos entre (3,0 -) 6,0 — 6,0 (- 13,0) x (2,0 -) 3,0 - 3,0(- 4,0) um, (n=30) (Tabela
4), ampuliformes, retas ou levemente curvadas para cima, com a parte mediana mais
ampla. Conidio verde, liso, subgloboso ou oval, variando de (2,0 -) 3,0 -3,0(4,0) x
(3,0-) 3,0 - 3,0 (4,0) p m, (n=30) (Tabela 4). Com 77,5 mm a 25°C, 60,5 — 67,5 mm a
30°C e 6,5— 11,5 mm a 35°C ap6s 72 hem BDA (Tabela 4). O micélio preeencheu a
placa toda ap6s 3 dias a 25°C, micélio denso e cotonoso. Em ANS, o crescimento
observado foide 3,5 - 7,5 mma 25°C, 19,5 - 22,5 mma 30°C e 0,5 - 1,5 mm a 35°C
apés 72 h. A colonia ocupou a placa toda apés 7 dias a 25°C. Coldnia hialina e
delgada. Formacdo de conidios notada apds 2 dias, dispostos em virias zonas
concéntricas espalhando-se do centro para fora, tornando-se verde escuros.

Habitat: Endofitico presente em caules de Hevea brasiliensis.

Distribution: Bacia amazOnica, Brasil.

A ser proposto como holétipo: 432F8C-AM

Nota. Trichoderma sp. VIC 44361 € uma espécie tropical, endofitica, presente em
caules de H. brasiliensis, pertencente ao clado Viride (Figura 6). Trichoderma sp.
VIC 44361 apresenta numerosos clamidésporos, rdpido crescimento, nenhum
pigmento notado, produz aroma caracteristico com odor de coco. Conidos
subgloboso ou oval, conidio verde (2,0 - 4,0 x 3,0 - 4,0). Comparado com T.
atroviride, Trichoderma sp. VIC 44361 mostrou rdpido crescimento em meio de
cultura (MDA 77,5 mm, BDA 77,5 mm) e baixo crescimento em meio ANS (3,5 -
7,5 mm).
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Figura 6. Trichoderma sp. VIC 44361 (A-I). Aparéncia da coldonia (meios BDA,
MDA e ANS, 7d, 25 °C) (A, B e C); Aparéncia de pustulas de conidiagdo em ANS
(D); Conidioforos e fidlides (ANS) (E, F); Agrupamento de clamiddsporo-like (G);

Clamidésporos (H); Conidios (I). Barras de escala: A, B, C, =20 mm, D = 0,5 mm,
E,G=20 um,F, H,I1=10 pm.
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Trichoderma sp. VIC 44363

Caracteristicas da cultura: crescimento 6timo em todos os meios a 30°C. Em MDA,
apresentou crescimento de 59,5 - 61,5 mm a 25°C, 77,5 mm a 30°C e 7,5 - 10,5 mm
a 35°C, ap6s 72 h (Tabela 4). Colonia hialina, delgada. Nenhum pigmento foi
observado nos meios de cultura, sem odor. Clamidésporos préximos as regides
esporuladas, globosos, terminais e intercalares. Producdo de conidios notado apds 1
dia, verde escuro, formando pustulas soltas e irregulares, dispostas em vdrias zonas
concéntricas, separadas. Conidi6foros formandos em eixos principais grandes,
parecido com “Pachybasium” (Figura 7). Fidlides com (5,0 - )8,0 - 9,0(- 16,0) x (2,0
-)3,0 - 3,0(- 4,0) p m, (n=30) (Tabela 4), ampuliformes. Conidios verdes, lisos,
subglobosos ou ovais, com tamanhos variando de (2,0-)3,0 - 3,0(4,0) x (2,0-)3,0-
3,0(4,0) p m, (n=30) (Tabela 4). Em BDA, apresentou 64,5 - 66,5 mm a 25°C, 67,5 -
74,5 mm a 30°C e 13,5 — 16,5 mm at 35°C, apds 72 h (Tabela 4). O micélio cresceu
na placa toda apds 4 dias a 25°C, com micélio denso. Em ANS, apresentou 46,5 -
50,5 mma 25°C, 50,5 - 54,5 mm a 30°C e 4,5 - 7,5 mm a 35°C, ap6s 72 h (Tabela
4). O micélio preeencheu a placa toda apds 7 dias a 25°C. Colonia hialina e fina.
Nenhum pigmento observado em meio de cultura e nenhum odor notado.
Clamidésporos notado apds 1 dia, numerosos, terminal e intercalados, globosos.
Producdo de conidios notado apds 2 dias, dispostos em varias zonas concéntricas
espalhando-se do centro para fora, tornando-se verde escuro .

Habitat: Endofitico, presentes emraizes de arvores de Hevea spp.

Distribuicdo: Bacia amazdnica, Brasil

A ser proposto como holétipo: 17TFSR-AM

Nota. Trichoderma sp. VIC 44363 € uma espécie tropical, endofitica, presente em
raizes de Hevea brasiliensis. Pertence ao clado Brevicompactum (Figura 7).
Trichoderma sp. VIC 44363 apresenta numerosos clamidésporos com formato
aglomerado, rdpido crescimento, nenhum odor notado e nenhum pigmento
observado. Conidios verdes, ovais ou subglobosos (2,0 - 4,0 x 2,0 - 4,0).
Trichoderma sp. VIC 44363 apresenta 6timo crescimento a 30°C em todos os meios

(MDA 77,5 mm, BDA 67,5 - 74,5 mm e ANS 50,5 - 54,5 mm, ap6s 72 h).
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Figura 7. Trichoderma sp. VIC 44363 (A-I). Aparéncia da coldonia (meios BDA,
MDA e ANS, 7d, 25 °C) (A, B e C); Aparéncia de pustulas de conidiacio em ANS
(D); Conidi6foros e fidlides (ANS) (E, F e G); Agrupamento de clamidésporo-like
(H); Conidios (I). Barras de escala: A, B, C = 20 mm, D =0,2 mm, E, F =20 um, G,
H,I=10 um.

30



Trichoderma sp. VIC 44364

Caracteristicas da cultura: crescimento 6timo em meio BDA e MDA, a 25°C.
Crescimento limitado a 35°C. Em MDA, apresentou crescimento de 46,5 - 48,5 mm
a 25°C, 45,5 - 50,5 mm a 30°C e 14,5 - 16,5 mm a 35°C, apds 72 h (Tabela 4).
Coldnia hialina, fina, nenhum odor notado € nenhum pigmento observado nos meios
de cultura analisados. Clamiddsporos subglobosos, terminais. Esporulagdo notada
apenas em culturas velhas. N@o foi observada a formacdo de pustulas e nem a
formacdo de zonas concéntricas. Conidiéforos simétricos, compreendendo um eixo
principal reconhecivel Fidlides surgem em angulo de pouco menos de 90 ° em
relacdo ao eixo principal, ramos mais longos perto da base e ramos curtos ou fidlides
solitdrias que surgem na parte final do conidi6foro. Fidlides tipicamente retas,
cilindricas ou ligeiramente mais grossas no meio (Figura 8). As fidlides apresentam
tamanhos de (4,0 - )5,0 -5,0(-11,0) x (2,0 - )3,0 - 3,0(- 4,0) um, (n=30) (Tabela 4),
ampuliforme, com 3 ou mais fidlides por métula. Conidios verdes, lisos, ligeiramente
subglobosos com (2,0-)3,0 - 3,0(4,0) x (2,0-)3,0 - 3,0(5,0) um, (n=30) (Tabela 4).
Poucos clamidésporos observados, subglososos quando terminais. Em BDA, o
crescimento variou de 47,5 - 57,5 mm a 25°C, 54,5 - 58,5 mm a 30°C e 15,5 - 17,5
mm at 35°C, ap6s 72 h (Tabela 4). O micélio cresceu na placa toda apds 4 dias a
25°C, com micélio denso e cotonoso. Em ANS, apresentou crescimento de 26,5 -
31,5 mm a 25°C, 35,5 - 36,5 mm a 30°C e 8,5 -10,5 mm a 35°C, apés 72 h (Tabela
4). Colonia hialina e fina. Nenhum pigmento notado em meio de cultura, nenhum
odor e ndo foiobservada a formacdo de pustulas (Figura 8).

Habitat: Endofitico presentes em caules de drvores de Hevea brasiliensis.
Distribuicdo: Bacia amazdnica, Brasil

A ser proposto como holétipo: 22F20C-AC

Nota. Trichoderma sp. VIC 44364 € uma espécie tropical, endofitica, presente em
caule de Hevea brasiliensis. Pertencente ao clado Viride (Figura 8). Trichoderma sp.
VIC 44364 produz poucos clamiddsporos, crescimento rdpido, nenhum pigmento
notado em meio de cultura e nenhum odor, ndo formou pustulas em nenhum meio
analisado. Conidios globosos ou subglobosos, diferentes do Trichoderma rogersonni,
reconhecido por seus conidios elipsoidais. Conidios verdes (2,0 - 4,0 x 2,0 - 5,0).
Comparado com T. rogersonii, Trichoderma sp. VIC 44364 apresentou crescimento
rapido em meio de cultura MDA a 25 °C (46,5 - 48,5 mm), BDA (47,5 - 57,5 mm) e
ANS (26,5 - 31,5 mm).
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Figura 8. Trichoderma sp. VIC 44364 (A-I). Aparéncia da coldonia (meios BDA,
MDA e ANS, 7d, 25 °C) (A, B e C); Conidioforos e fialides (ANS) (D,E, F e G);
Clamidésporos (H); Conidios (I). Barras de escala: A, B, C=20 mm, D, E, F, G, H, 1
=10 pm.
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Tabela 4. Comparacao das espécies baseada nas variagdes das caracteristicas morfoldgicas.

Caracteristica

Comprimento do
conidio um
Largura do conidio
um
Comprimento da
fidlide um
Largura da fidlide um
25°C72h
30°C72h
35°C72h
25°C72h
30°C72h
35°C72h
25°C72h

30°C72h
35°C72h

T. brevicompactum  T. rogersonii

2,54 (£ 0,18)

5,50 [+0,39]

3,56 [ £0,24]

Espécie
T. atroviride  Trichoderma sp. Trichoderma sp.
VIC 44362 VIC 44361
Conidio
(2,7-)3,5 - (2,8-)3,2-4,0 (2,0-)3,0 - (2,0-)3,0 - 3,0-
4,5(-5,5) (-4,7) 4,0(4,0) (-4,0)
(2,2-)2,5 - (2,8-)3,0- 3,5 (2,0-)3,0 - (3,0-)3,0 - 3,0(-
3,2(-4,2) (-3,8) 3,0(4,0) 4,0)
Fialide
(3,5-)6,0 - (4-)6 - 10 (4,0-)8,0- 8,0 (3,0-)6,0 - 6,0
10,0(-17,5) (-12) (-12,0) (-13,0)
(2,0-)2,5 - (2,0-)2,3-3,0 (2,0-)3,0-3,0 (2,0-)3,0- 3,0
3,5(-4,0) (-3,3) (-4,0) (-4,0)
Crescimento da colonia em BDA apés 72h (mm)
(38-)40 - 57 -62 77,5 77,5
48(-50)
(40-)40 - 52 40 - 43 72,5-174,5 60,5 - 67,5
(-60)
(0-)0,7 - 4(-5) 1,1 11,5-12,5 6,5-11,5
Crescimento da colonia em ANS apés 72h (mm)
(15-)21- 34 - 37 37,5-41,5 35-75
31(-33)
(12-)14 - 25-29 46,5 - 48,5 19,5-225
28(-35)
0-3,2 1,1 14,5- 15,5 0,5-1,5
Crescimento da colonia em MDA ap6s 72h (mm)
- 45 - 48 77,5 77,5
- 38-42 70,5 -172,5 60,5 - 62,5
- <1 11,5-125 6,5-11,5

Trichoderma sp.

VIC 44364
(2,0-)3,0-3,0 -
(4,0)
(2,0-)3,0-3,0
(-5,0)
(4,0-)5,0-5,0
(-11,0)
(2,0-)3,0-3,0
(-4,0)
47,5-57,5
54,5 - 58,5
15,5-17.5
26,5 - 31,5
35,5-36,5
8,5-10,5
46,5 - 48,5

45,5 - 50,5
14,5 - 16,5

Trichoderma sp.
VIC 44363

(2,0-)3,0 - 3,0-
4,0)
(2,0-)3,0 - 3,0-
4,0)
(5,0-)8,0 - 9,0
(-16,0)
(2,0-)3,0- 3,0
(-4,0)
64,5 - 66,5
67,5 - 74,5
13,5- 16,5
46,5 - 50,5
50,5 - 54,5
45-175
59,5- 61,5

77,5
7,5 - 10,5
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4. Discussao

4.1 Uso dos marcadores IRAP e REMAP para andlise da variabilidade genética e a

triagem dos isolados do género Trichoderma

Em nosso estudo, a formagdo de agrupamentos dos 38 isolados utilizando os
marcadores IRAP e REMAP possibilitou a realizacdo de uma triagem inicial,
reduzindo assim, a utilizac@o de isolados repetidos na andlise filigenética.

As técnicas IRAP e REMAP foram utilizadas em vérios estudos para
evidenciar a variabilidade genética de diferentes espécies de fungos, como Lentinula
edodes (Xiao et al, 2011), Pyrenophora graminea (Zein et al., 2010),
Moniliophthora perniciosa (Santana et al, 2012) e Pseudocercospora fijiensis (de
Queiroz et al, 2014). Em adi¢do, Santos et al. (2016) avaliando a variabilidade
genética de isolados endofiticos do género Diaporthe encontrados em feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris) também encontraram elevada variabilidade,
semelhantes aos resultados do presente estudo.

Embora ja tenha sido demonstrada a eficiéncia dos marcadores moleculares
IRAP e REMAP para a andlise da variabilidade genética de diferentes espécies de
fungos (Santana et al, 2013), at¢ o momento ndo havia sido descrita a aplicacdo
desses marcadores para a andlise da variabilidade genética de espécies endofiticas do
género Trichoderma. Esses marcadores também foram muito eficientes para a
detec¢do de isolados duplicados, que haviam sido encontrados no mesmo tecido.

Em relacdo as espécies pertencentes ao gé€nero 7Trichoderma, estudos
anteriores demonstraram que é comum haver elevada variabilidade genética entre os
isolados do género (Consolo et al., 2012; Al-Sadi et al, 2015; Skoneczny et al,
2015) corroborando com os dados da presente pesquisa.

Desta maneira, nés suportamos que o estabelecimento e uso de marcadores
moleculares como o IRAP e REMAP, que atuem de maneira estivel e acurada
podem contribuir para a distingdo de diferentes isolados comerciais ou nio,
pertencentes ao g€nero Trichoderma, por exemplo, de maneira rdpida e precisa,
favorecendo o estudo da variabilidade genética, além de auxiliar na identificagcdo de

novas espécies (Xiao et al., 2011).
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4.2 Identificagc@o molecular das espécies do g€nero Trichoderma

De um total de 38 isolados do g€nero Trichoderma obtidos de diferentes
fragmentos de plantas de Hevea spp., 30 isolados foram identificados ao nivel
molecular e morfolégico representado principalmente os clados Viride e Harzianum.
Em estudo realizado por Gazis e Chaverri (2010) com intuito de acessar a
diversidade de fungos endofiticos de H. brasilienses no Peru, também foi observado
entre os fungos do género Trichoderma representantes do clado Harzianum (7.
harzianum) e do clado Viride (7. koningiopsis), sendo que os mais abundantes
estavam também presentes no caule. Isolados de Trichoderma harzianum endofiticos
presente no caule também foram obtidos de Theobroma gileri, no Equador (Evans et
al, 2003). Trichoderma koningiopsis € relatada como uma das espécies mais
frequentes em clima tropical, encontrada como endofitica em troncos de drvores de
Theobroma cacao (Bailey et al., 2009). Foi verificado também que algumas espécies
relatadas como 7. harzianum encontradas em clima tropical foram descritas como
novas espécies do clado Harzianum, como € o caso de Trichoderma amazonicum
(Chaverrietal, 2011).

O resultado do nosso estudo revela que Trichoderma spp. endofiticas estio
presentes em folhas, caules e raizes de plantas de Hevea spp. nativas da floresta
amazOnica brasileira. Além disso, quatro espécies novas sao descritas, baseado nas
caracteristicas morfologicas e moleculares. Novas espécies do género podem ser
identificadas em habitat natural (Chaverri et al., 2011; Chaverri et al, 2015). Outros
trabalhos também t€m descrito novas espécies endofiticas do género Trichoderma,
como por exemplo, 7. amazonicum, T. evansii, T. martiale e T. taxi (Zhang et al.,
2007; Hanada et al., 2008 ; Druzhinina et al., 2011; Chaverri et al., 2011).

Nossos resultados evidenciaram o agrupamento dos 30 isolados, identificados
a nivel molecular e morfolégico, em cinco clados: Viride, Harzianum, Virens, Lone
lineages e Brevicompactum. Outro estudo realizado com Hevea brasilienses, na
Amazdnia peruana, ja havia relatado a distribuicdo de 39 isolados endofiticos de
Trichoderma spp. apenas nos clados Harzianum e Viride (Gazis & Chaverri, 2010).
Foi relatado que havia uma maior predominancia de isolados representantes do clado
Harzianum (32 de 39 isolados), diferindo dos dados desta pesquisa, na qual a maior

predominincia dos isolados foi observada no clado Viride (19 de 30 isolados).
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A espécie predominante neste estudo foi 7. koningiopsis, com 19 isolados,
pertencente ao clado Viride. De acordo com Samuels et al. (2006), esta é uma
espécie cosmopolita encontrada como saprofitica e endofitica e tem sido relatada em
Theobroma cacao, Theobroma gileri e Hevea brasiliensis (Samuels et al., 2006;
Gazis e Chaverri, 2010). Ainda dentro do clado Viride foi encontrado T.
ovalisporum, que também tem sido relatada como espécie endofitica em Theobroma
grandiflorum e Theobroma spp. (Evans et al, 2003; Holmes et al., 2004). Esta
mesma espécie apresenta relatos de ocorréncia no sudeste Asidtico e na América do
Sul (Samuels et al., 2006).

No presente estudo, nds propomos duas novas espécies endofiticas
(Trichoderma sp. VIC 44361 e Trichoderma sp. VIC 44362) isoladas do caule e de
folnas de H. brasiliensis, sendo ambas relacionadas filogeneticamente a 7.
atroviride. A espécie T. atroviride tem ocorréncia relatada em regides Neotropicais e
na Europa, vivendo sobre cascas de drvores ou como micoparasitas (Hoyos-Carvajal
et al. 2009; Jaklitsch, 2011). Como endofitica, essa espécie ja foi relatada na China
presentes em Cephalotaxus fortunei e Camptotheca acuminata (Zheng et al., 2011;
Puet al, 2013).

A espécie proposta neste estudo (Trichoderma sp. VIC 44364) é relacionada
filogeneticamente com a espécie 7. rogersonii. Esta espécie T. rogersonii, foi
relatada na América do Norte e na Europa isolada de casca de drvores (Samuels et
al, 2006), mas ndo como endofitica. Outra espécie proposta neste estudo
(Trichoderma sp. VIC 44363) € relacionada filogeneticamente a espécie T.
brevicompactum que ja foi relatada em regides Neotropicais, mais precisamente na
América do Sul e do Norte e, também, na Asia. No entanto, 7. brevicompactum
como endofitica foi relatado apenas em alho (Allium sativum) na China (Shentu et
al, 2014), e ndo tem sido relatada como endofitica em espécies arbéreas em clima
tropical, até o presente momento.

Dentre os isolados que foram identificados no presente estudo, cinco
pertencem ao clado Harzianum. Estes resultados corroboram com os observados por
Chaverri et al. (2015), que relatam que algumas espécies ja descritas como
endofiticas em darvores e climas tropicais também pertencem clado Harzianum.

Algumas espécies ja foram relatadas por ocorrerem como endofitica em climas
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Neotropicais como T. lentiforme e T. endophyticum pertencentes ao clado Harzianum
(Chaverrietal, 2015).

Estudos em Hevea spp. revelam que endofiticos do género Trichoderma
podem apresentar novas espécies com potencial biotecnolégico para utilizacdo tanto

na agricultura como em outros segmentos (Bailey et al., 2006; Shentu et al., 2014).

4.3 Analise filogenética

A reconstrugdo filogenética realizada neste estudo foi bem suportada (Figura
4), ressaltando-se que a identificacio molecular € baseada na andlise
concatenada/multilocus (ITS rDNA, TEF1-0, ACT e RPB2). No presente estudo, os
clados com maior porcentagem de isolados foram o clado Viride e o Harzianum.
Dentro do clado Viride varios subclados sdao formados, representados pelos
subclados T. koningiopsis, T. erinaceum, T. atroviride e T. ovalisporum. Alguns
estudos ji evidenciaram a presenca destes representantes/subclados com ocorréncia
endofitica (Bailey et al, 2009; Evans et al. 2003; Holmes et al., 2004; Gazis e
Chaverri, 2010). No clado Harzianum as espécies podem ser bem distinguidas dentro
dos subclados, incluindo espécies que sdao conhecidas apenas como endofiticas em
folhas e caules de plantas tropicais na América do Sul (Chaverri et al., 2015). Além
dos isolados pertencentes aos clados Harzianum e Viride, nds também identificamos
isolados presentes nos clados Virens, Lone lineages e Brevicompactum,
evidenciando que as espécies endofiticas em clima tropical estdo bem difundidas

entre as diferentes espécies do género Trichoderma.

4.4 Quatro novas espécies de Trichoderma propostas como novas

O presente estudo identificou novas espécies de Trichoderma endofiticas por
meio de andlise filogenética e morfoldgica. As novas espécies Trichoderma sp. VIC
44362 e Trichoderma sp. VIC 44361 sdo claramente diferentes de 7. atroviride,
resultado observado a partir da andlise concatenada/multilocus das diferentes regides
g€nicas e intergénica (Figura 4). Trichoderma atroviride é uma espécie comumente
encontrada em solo, casca de arvores e, ou com atividade micoparasitica, sendo

distribuida principalmente na Europa, América Central e do Norte (Jaklitsch, 2011).
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Enquanto que Trichoderma sp. VIC 44362 e Trichoderma sp. VIC 44361 foram
encontradas como endofiticas em folhas e caules de Hevea spp. na floresta
amazOnica. Apesar de apresentarem nichos ecolégicos distintos, suas caracteristicas
morfolégicas sdo similares. Trichoderma sp. VIC 44362 apresentam pouca variaciao
no tamanho dos conidios e fialides, mas difere na taxa de crescimento em todos os
meios analisados. Trichoderma sp. VIC 44361 € similar a T. atroviride na disposicao
dos conidi6foros e fidlides e na abundancia de clamidésporos, sendo que o tamanho
das fidlides e conidios apresentam uma pequena diferenca. Em relacdo a taxa de
crescimento € possivel observar grande diferenca entre as espécies comparadas em
meio BDA 72 h (Trichoderma sp. VIC 44361 com 77,5 mm e T. atroviride 57- 62
mm) (Tabela 4). Trichoderma atroviride é conhecida apenas como saprofitica e
micoparasita com distribuicdo na Europa e América do Norte (Jaklitsch, 2011) e, as
novas espécies relacionadas (Trichoderma sp. VIC 44362 e Trichoderma sp. VIC
44361) foram encontradas como endofiticas em Hevea brasiliensis na América do
Sul.

As espécies descritas pertencentes ao clado Brevicompactum apresentam um
conididéforo tipo “pachybasii” com suas fialides pequenas e compactas (Kraus et al.,
2004). No presente estudo, a nova espécie relacionada a esse clado apresenta
caracteristicas similares, como tamanho, forma e coloracdo dos conidios, o
crescimento 6timo a 30 °C, que € também semelhante em ambas as espécies. No
entanto, as fidlides da espécie endofitica Trichoderma sp. VIC 44363 sao menos
agregadas e maiores em relacdo a espécie T. brevicompactum. A espécie T.
brevicompactum foi relata como habitante de solo na América do Norte e na Europa,
sendo também relatada como endofitica por Shentu et al. (2014), em alho (Allium
sativum), na China. Entretanto, ndo hd relato 7. brevicompactum como endofitica
descrito em literatura em clima tropical, principalmente na América do Sul.

Trichoderma sp. VIC 44364 se aproxima de 7. rogersonii pelas suas
caracteristicas morfologicas e moleculares, mas ¢é facilmente distinguida pela
morfologia dos conidios. Trichoderma sp. VIC 44364 possui conidios do tipo
subgloboso para globoso e 7. rogersonii elipsoidal (Samuels et al., 2006). Além
disto, outras diferencas também podem ser observadas na taxa de crescimento em

BDA, ap6s 72 h no escuro a 25 °C (47,5 - 57,5 mm Trichoderma sp. VIC 44364 e

38-50 mm para T. rogersonii). Trichoderma rogersonii formam pustulas em meio
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MDA, enquanto que em Trichoderma sp. VIC 44364 ndo foiobservada a formacao
de pustulas em qualquer tipo de meio analisado. Entretanto, a disposi¢ao dos
conidi6foros de Trichoderma sp. VIC 44364 € bastante parecida com 7. rogersonii,
apresentam o mesmo padrdo de ramificacdo, uma vez que hifas intercalares podem
ser observadas em ambas as espécies.

Ao considerarmos as espécies propostas como novas neste estudo, nenhuma
de suas espécies relacionadas havia sido encontrada como endofiticas em espécies
arboreas nativas da floresta amazdnica brasileira. Assim, a elevada plasticidade deste
género confere melhor adaptagdo as mais diferentes condigdes geograficas e com
isso, pode promover a especiacdo das espécies por habitat (Chaverri et al, 2011;
Chaverriet al., 2015).

O presente estudo propde a identificacdo de quatro novas espécies endofiticas
do gé€nero Trichoderma oriundo de plantas nativas da floresta amazonica brasileira e
sugere a utilizagdo dos marcadores IRAP e REMAP para auxiliar na selecdo e

triagem de isolados a serem identificados e para a andlise da variabilidade genética.
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CAPITULO II

ISOLADOS ENDOFITICOS DO GENERO Trichoderma PROMISSORES
PARA O CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS
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Resumo

Trichoderma spp. endofiticos associados a plantas nativas de Hevea spp. presentes
no bioma Amazdnia t€m potencial para serem utilizados no controle biolégico de
fitopatdgenos, embora tenham sido pouco explorados. Neste estudo, vinte e cinco
isolados endofiticos de Hevea spp. do género Trichoderma foram testados in vitro
contra quatro fitopatdgenos (Colletotrichum karstii, C. laticiphilum, C.
lindemuthianum e Fusarium verticillioides). O filtrado liofilizado de quatro isolados
de Trichoderma spp. endofiticos 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363), 24F6C-
AM (T. koningiopsis), 245F13C-AC (T. koningiopsis) e 763F25F-AM (Trichoderma
sp. VIC 44362), apresentaram os melhores resultados de atividade antimicrobiana
frente aos fungos fitopatogénicos. Estes quatro isolados demonstraram atividade de
quitinase e B-1,3-glucanase. O isolado 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363)
apresentou os melhores resultados em relagao a inibicdo do crescimento micelial e da
germinacio dos conidios de todos os fitopatégenos testados. Além disso, as menores
concentragdes minimas inibitorias dos extratos orginicos brutos foram observadas

para esse isolado.

Palavras chaves: metabdlitos secundarios; enzimas; atividade antimicrobiana
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1. Introducao

Produtos quimicos t€m sido amplamente utilizados na agricultura para o
controle de insetos e de micro-organismos (fungos e bactérias) com o objetivo de
proteger as culturas e alcancar bons indices produtivos. Contudo, o manejo
inadequado e o uso intensivo desses produtos podem conferir resisténcia desses
organismos aos agrotoxicos, bioacumulacdo nas cadeias alimentares, o aumento da
poluicio ambiental, a perda de biodiversidade e, principalmente, riscos a saude
humana (Kim et al., 2017; Monnerat et al, 2017). Assim, o desenvolvimento de
pesquisas que promovam ou possibilitem novas perspectivas para a reducdo do uso
de agrotoxicos € essencial para a sustentabilidade da producgao agricola (Le Cointe et
al, 2016). Neste cendrio, destaca-se o controle bioldgico como uma alternativa
vidvel em relagdo aos agrotéxicos, devido a capacidade de controlar as doencas sem
causar danos ao meio ambiente (Gafni et al., 2015).

Dentre os agentes de biocontrole utilizados na agricultura frente a diversos
fitopatdgenos, destacam-se os fungos. Nos dltimos anos, os fungos endofiticos t€m
ganhado maior destaque no controle bioldgico por apresentarem resultados
promissores (Yuan et al, 2017; Potshangbam et al., 2017). Endofiticos sdo definidos
como aqueles que colonizam partes internas de tecidos de plantas sauddveis, sem
causar sintomas de doenca (Petrini, 1991). Em adigdo, a estreita relacdo entre a
interacdo planta-end6fito pode se contituir uma alternativa vidvel para o controle de
fitopatégenos (Mousa & Raizada, 2013; Chenetal., 2016), por meio da producdo de
metabdlitos secunddrios com atividade antimicrobiana.

Diversos estudos reportam o potencial de fungos endofiticos no controle de
fungos fitopatogé€nicos, como o patégeno Colletotrichum dematium controlado por
Curvularia pallescens (Nascimento et al., 2015); Fusarium guttiforme controlado por
Trichoderma spp. (De Souza et al., 2016); Pyrenophora tritici-repentis controlado
por Trichoderma hamatum (Larran et al., 2016) e Ustilagonoidea virens controlado
por Antennariella placitae (Andargie et al, 2017). Adicionalmente, o género
Trichoderma destaca-se por apresentar diferentes mecanismos de acdo contra
fitopatégenos, como competicdo por espaco e nutrientes (Savazzini et al., 2009),

producdo de compostos antimicrobianos volateis e ndo-volateis (Vinale et al., 2014;
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Bae et al., 2016), producdo de enzimas relacionadas a0 micoparasitismo (Geraldine
etal, 2013) e promog¢do do crescimento vegetal (Zhang et al., 2016).

De fato, espécies do género Trichoderma estdo entre 0S MICro-organismos
antagonistas mais utilizados no biocontrole de plantas (Monteiro et al, 2015;
Valenzuela et al., 2015; Toghueo et al, 2016; Chen et al., 2016; Lee et al, 2016).
Ressalta-se que estes fungos sdo utilizados com sucesso no controle biolégico na
agricultura brasileira, sendo possivel encontrar produtos como Tricovab®, que é um
fungicida microbiolégico a base do fungo Trichoderma stromaticum, utilizado no
biocontrole da vassoura-de-bruxa (Moniliophthora perniciosa) na cultura do
cacaueiro (Theobroma cacao) com eficacia de até 97% (BRASIL, 2013).

Os metabdlitos produzidos por Trichoderma spp. demonstraram atividade
inibitéria contra o patdgeno Phytophthora sp. (Bae et al., 2016). Similarmente,
metabdlitos produzidos pelos fungos endofiticos 7. atroviride e T. koningii também
apresentaram atividade antagdnica contra Pyricularia oryzae, Diplodia seriata,
Phaeobotryon cupressi e Spencermartinsia viticola (Hosseyni-Moghaddam &
Soltani, 2014). AlEm disso, compostos bioativos com atividade antagdnica t€m sido
isolados e identificados (p.ex. Viridepirona isolada de Trichoderma viride) (Evidente
etal, 2003).

A producdo de enzimas extracelulares € o ponto chave para que o
micoparasitismo seja eficiente durante a interacdo de Trichoderma spp. versus
fitopatdgenos (Geraldine et al., 2013). Assim, a atividade das enzimas quitinase, [-
1,3-glucanase e proteases sdo correntemente investigadas durante a selecdo de
isolados de Trichoderma spp. para serem utilizados no controle biolégico, como € o
caso do controle de Botrytis cinerea no tomateiro (Youet al., 2016).

Diferentes fitopatégenos acometem as culturas agricolas, conforme
exemplificado por Colletrotrichum karstii e Colletrotrichum laticiphilum, agentes
etiologicos da antracnose na seringueira (Hevea spp.). Ambos causam antracnose nas
folhas de seringueira, deixando os tecidos necrdticos, consequentemente diminuindo
as taxas fotossintéticas e ocasionando reducdo na producdo de borracha (Cai et al,
2016; Hunupolagama et al., 2017). Outra espécie de grande importancia na
agricultura é Colletotrichum lindemuthianum, agente etiolégico da antracnose no
feijoeiro (Phaseolus vulgaris), doenca que afeta a producdo mundial de feijao

(Padder et al., 2016). Fusarium verticillioides, agente etiologico da podriddo rosada
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da espiga de milho (Zea mays), também € capaz de causar grandes perdas
econdmicas na produ¢do mundial de milho, infectando as plantas em todas as fases
de desenvolvimento (Maschietto et al, 2017). Assim, estudar medidas de biocontrole
para esses fitopatdgenos pode revelar espécies de Trichoderma promissoras para uso
no controle biolégico e ser uma alternativa ecoldgica para minimizar os problemas
gerados por métodos agroquimicos.

Em estudos anteriores, foram identificados 38 isolados de Trichoderma
endofiticos de plantas de seringueiras nativas da AmazoOnia brasileira, totalizando 11
espécies (dados ndo publicados). Adicionalmente, foram identificas e propostas
quatro novas espécies de Trichoderma (Trichoderma sp. VIC 44361, Trichoderma
sp. VIC 44363, Trichoderma sp. VIC 44362 e Trichoderma sp. VIC 44364). Diante
do potencial que algumas espécies do género Trichoderma apresentam, avaliar esses
isolados quanto ao controle de fungos fitopatogénicos (C. karstii, C. laticiphilum, C.
lindemuthianum e F. verticillioides) por meio de ensaios de cultura dupla, atividade
antagdnica, andlise do perfil metabdlito secundédrio e atividade enzimitica pode

revelar agentes potenciais de biocontrole.
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2. Material e métodos

2.1 Isolados de Trichoderma spp. endofiticos e fungos fitopatogénicos

As espécies de Trichoderma endofiticos utilizados neste estudo estdo
depositados na Micoteca do Laboratério de Genética Molecular de Fungos — Bioagro
— Campus UFV — Vicosa/MG (Brasil). Um total de 25 isolados foi avaliado neste
estudo (Tabela 1). Os fitopatégenos analisados foram Colletrotrichum karstii,
Colletrotrichum laticiphilum, Colletotrichum lindemuthianum e Fusarium

verticillioides.

Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp. endofiticos da seringueira (Hevea spp.)

utilizados neste estudo.

Cddigo dos Isolados Espécies

22F20C-AC Trichoderma sp. VIC 44364
432F8C-AM Trichoderma sp. VIC 44361
17F5R-AM Trichoderma sp. VIC 44363
23F18C-AC Trichoderma harzianum
549F18C-AC Trichoderma harzianum
762F17F-AC Trichoderma sp. VIC 44362
763F25F-AM Trichoderma sp. VIC 44362
764F2C-AM Trichoderma sp. VIC 44362
20F5C-AM Trichoderma erinaceum
610F5C-AM Trichoderma erinaceum
24F6C-AM Trichoderma koningiopsis
58F6C-AM Trichoderma koningiopsis
265F6C-AM Trichoderma koningiopsis
619F6C-AM Trichoderma koningiopsis
815F11R-AM Trichoderma koningiopsis
21F13C-AC Trichoderma koningiopsis
3F13C-AC Trichoderma koningiopsis
245F13C-AC Trichoderma koningiopsis
765F5C-AM Trichoderma harzianum
247F12R-AC Trichoderma harzianum
4F9R-AC Trichoderma ovalisporum
26F9R-AC Trichoderma ovalisporum
S08F9R-AC Trichoderma ovalisporum
597F2C-AC Trichoderma spirale
84F15C-AM Trichoderma virens

* F-AC (Folha/Acre), C-AC (Caule/Acre), R-AC (Caule/Acre); F-AM
(Folha/Amazonas), C-AM (Folha/Amazonas), R-AM (Folha/Amazonas).
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2.2 Ensaio de cultura dupla

O potencial antagdnico dos isolados de Trichoderma spp. endofiticos aos
fungos fitopatogénicos foideterminado por meio do método de cultura dupla descrito
por Campanile et al. (2007). Os isolados de Trichoderma spp. € os quatro fungos
fitopatogénicos foram cultivados separadamente em meio Batata-Dextrose-Agar
(BDA, infusdo de batata, 200 g; glicose, 20 g; dgar, 17 g; dgua destilada para
completar o volume de 1 L) por cinco e sete dias, respectivamente. Posteriormente,
foram inoculados em pontos opostos em cada placa de Petri com meio BDA, um
disco de micélio (5 mm de didmetro) do isolado de Trichoderma spp. € um disco de
micélio do fitopatdgeno. Os fungos fitopatogénicos C. karstii, C. laticiphilum e C.
lindemuthianum foram inoculados 48 h antes da inoculacdo dos isolados de
Trichoderma. O tratamento controle consistiu do cultivo dos fitopatdgenos na
auséncia dos isolados de Trichoderma spp.

Os fungos foram incubados a 25 + 2 °C até a coldonia do fungo do tratamento
controle preencher toda a placa. A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
dos fitopatégenos foicalculada de acordo com a seguinte férmula (Whipps, 1987):
(DM —dm)/ DM x 100

Onde, DM = didmetro médio das colonias de trés replicatas do tratamento
controle e dm = didmetro médio das colonias de trés replicatas de cada tratamento.

Os valores de diAmetro foram mensurados em milimetro.

2.3 Atividade antagdnica a partir do meio de cultura liofilizado

Os isolados de Trichoderma foram cultivados por cinco dias em meio BDA.
Posteriormente, cinco discos de micélio (5 mm de didmetro) foram transferidos para
frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio batata-dextrose (BD)
(Himedia®). O cultivo controle foi realizado com auséncia dos isolados de
Trichoderma. Os frascos foram incubados por 7 dias sob agitacdo constante de 150
rpma 25 °C de acordo com metodologia proposta por Isaias et al. (2014).

O filtrado da cultura de cada fungo endofitico e do cultivo controle foram
liofilizados, pesados e diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) (Merk®) na

concentragdo de 1% (p/v) e adicionados a0 meio BDA nas seguintes concentragdes:
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700 pug mL! para avaliar a atividade antagdnica contra C. karstii e C. laticiphilum e
1 mgmL"' para C. lindemuthianum e F. verticillioides. Posteriormente, um disco de
micélio (5 mm de didmetro) de cada fitopatdgeno foi inoculado em placas de Petri
contendo o meio BDA com a adi¢cdo das concentragdes dos filtrados liofilizados. Os
tratamentos foram compostos por trés replicatas.

As culturas foram incubadas em camaras BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 h,
por sete dias para C. karstii e C. laticiphilum; dez dias para F. verticillioides e 12
dias para C. lindemuthianum. A inibicdo do crescimento dos fitopatégenos foi
avaliada com o auxilio de paquimetro digital de precisdo por meio da medicdo do
didmetro das coldnias. A porcentagem de inibicdio do crescimento micelial foi

calculada conforme descrito anteriormente (subitem 2.2).

2.4 Inibicdo da germinacdo dos conidios e determinacdo da Concentragdo Minima

Inibitéria (CMI) a partir do extrato bruto

Os fungos foram submetidos ao processo de fermentagdo para obtengcdo dos
metabdlitos extracelulares, conforme descrito anteriormente (subitem 2.3). O filtrado
obtido a partir da fermentacao foi misturado com o solvente orginico acetato de etila
na mesma propor¢do usada para a extracdo dos metabdlitos. A fase orginica foi
coletada e o acetato de etila foi removido por evaporacdo em rotaevaporador com
temperatura de 50 °C. Posteriormente, os extratos brutos foram armazenados a - 20
°C.

O ensaio de microdiluicdo foi realizado conforme descrito em CLSI (2008).
Os extratos brutos dos isolados 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362), 24F6C-
AM (T. koningiopsis), 245F13C-AC (T. koningiopsis) foram submetidos a dilui¢des
seriadas de 6000 a 0,18 pg/mL nos testes com C. karstii, C. laticiphilum, C.
lindemuthianum e F. verticillioides. Por outro lado, para o extrato produzido pelo
isolado 17F5R-AM (Trichoderma sp. VIC 44363) foram realizadas dilui¢des de 6000
a 0,18 pg/mL para o F. verticillioides; diluicdes de 125,0 a 3,90 pg/mL para C.
karstii, C. laticiphilum; e diluicdes de 7,82 a 0,24 pg/mL para C. lindemuthianum.
Adicionalmente, DMSO (0,5% v/v) foi usado como controle de toxicidade.

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos (CELLSTAR® 96, Sigma-
Aldrich) por meio da aplicagao prévia de 100 puL de meio GPY (10 g de glicose; 5 g
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de peptona; 1 g de extrato de levedura, dgua destilada para completar 1 L), seguida
da aplicacdao de 100 pL dos extratos diluidos, e por tltimo, 100 uL da suspensdo de
conidios (10° conidios/mL).

A germinacdo e o tamanho do tubo germinativo dos conidios foram
observados em microscépio 6Optico (Dialux 22 EB) e comparados com o controle
para determinar a CMI (Hosseyni-Moghaddam & Soltani, 2014). A porcentagem de
germinacdo foideterminada por meio da contagemde 100 conidios por replicata.

A concentracdo mais baixa do extrato bruto que inibiu 100% da germinagdo
dos conidios dos fitopatdgenos foi considerada a CMI. Todos os testes foram

realizados em trés replicatas.

2.5 Obtengdo do perfil dos metabdlitos secundarios de Trichoderma spp. utilizando

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

A caracterizagdo dos metabdlitos secundarios foi realizada por meio da
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM). Os extratos
brutos concentrados (5 mg/mL) foram dissolvidos em 1 mL de acetato de etila e
filtrados  (0.45-pm). Posteriormente, o solvente foi evaporado no
SpeedvacConcentrator (ThermoScientific). Todas as amostras foram submetidas a
dois processos de derivatizacdo, para aumentar a volatilidade dos compostos
presentes nas amostras. Para a primeira derivatiza¢do, todas as amostras (secas)
foram dissolvidas em 40 pL de piridina (Sigma-Aldrich), contendo
metoxiaminahidroclorido (20 mg/mL de piridina, Sigma-Aldrich) foram incubadas
por 2 h a 37 °C sob agitacdo de 950 rpm em Thermomixer (Bioer). Na segunda
derivatizacdo, foram adicionados 70 uL de N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida
(MSTFA, Sigma-Aldrich) as amostras como estabelecido por Lisec et al. (2006) e
estas foram incubadas por 30 min a 37 °C sob agitacdo de 950 rpm. Aliquotas de 100
pL foram transferidas para frascos de vidro e posteriormente, analisadas em
cromatografia gasosa.

Para analisar as amostras, foi utilizado o sistema CG-EM TruTOF,
Cromat6grafo Agilent, Technologies 7890A e espectrometro TruTOF® HT TOFMS
(LECO), equipado com uma coluna capilar com 30 m (DB-35 MS, Agilent

Technologies) de acordo com Lisec et al. (2006). Um volume de 1 ul de cada
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amostra foi injetado no modo splitless a 230 °C, carreado pelo gis hélio em fluxo
continuo de 2 mL/min. Durante o processo de andlise das amostras no CG-EM, a
temperatura inicial do forno foi mantida constante a 80°C e, posteriormente, foi
estabelecido um aumento de 15°C/min até alcangar 330°C e mantida durante 6 min.
Os cromatogramas tiveram a linha de base corrigida e sua deconvolucio foi realizada

utilizando o software ChromaTOF (LECO).

2.6 Atividades enzimdticas de B-1,3-glucanase e quitinase

Dois meios foram testados para a producdo das enzimas: Meio 1 mineral ndo
tamponado [2 g/L de KoHPOy; 0,64 g/ de KH,POy4; 1 g/Lde (NH4)2SO4; 1,1 g/L de
MgS04.7H20; 0,6 g/L de extrato de levedura; 1 g/L de peptona (Sigma-Aldrich)]; e
Meio 2 mineral ndo tamponado adicionado de 1% (p/v) de macerado de micéliodo
fungo F. verticillioides utilizado como fonte de carbono. A fim de obter o micélio
utilizado como fonte de carbono no meio 2, o fungo F. verticillioides foi inoculado
sobre papel celofane depositado na superficie de meio BDA e cultivado durante 7
dias a 25 °C. Apds o crescimento, o micélio foi retirado com o auxilio de uma
espdtula, seco em temperatura ambiente e macerado em nitrogénio liquido utilizando
almofariz e pistilo, 1% (p/v) do pé obtido foi autoclavado separadamente e
adicionado ao meio mineral ndo tamponado conforme descrito por You et al. (2016).
Os isolados de Trichoderma spp. foram crescidos em meio BDA por 7 dias e cinco
discos (5 mm de didmetro) de micélio de cada isolado foram inoculados nos dois
tipos de meio em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, incubados a 120 rpm, a 28 °C,
por 48 h, em triplicata. O sobrenadante obtido foi estocado a - 20 °C e o experimento
foi realizado em triplicata.

A atividade de B-1,3-glucanase foi determinada utilizando laminarina (Sigma-
Aldrich) (Bara et al., 2003). A mistura foi prepara em microtubos, onde foram
adicionados 10 pL do filtrado contendo enzimas e 20 pL de laminarina 0,25 % (p/v)
diluida em acetato de sdédio (50 mM, pH 5,0), e incubada a 40 °C no Thermomixer
(Bioer) por 15 min (Ramada et al., 2010). Posteriormente, foram adicionados a
mistura 100 pL. do reagente DNS (4cido 3,5-Dinitrosalicilico) (10 g de DNS; NaOH
(2N); 300 g de sal Rochelle para 1 L) e esta foi incubada a 95 °C, por 5 min. Para a
determinacdo dos acgucares redutores, 100 ul. da reacdo foram transferidos para
microplacas de 96 pocos (CELLSTAR® 96, Sigma-Aldrich) e a anilise

58



espectrofotométrica foi realizada com a medicdo da absorbancia em 540 nm
utilizando o leitor de ELISA (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer). A
curva padrdo foi preparada com glicose (Sigma-Aldrich), com concentragdo estoque
de 2 mg/mL. Todos os testes foram realizados com trés replicatas. Uma unidade (U)
de enzima foi definida como a quantidade em 1 mL do sobrenadante da cultura para
liberar 1 ug de glicose em 40 °C por 15 min.

A atividade de quitinase foi determinada utilizando quitina coloidal (Sigma-
Aldrich) como substrato conforme descrito por Ataei et al. (2016), com adaptacdes.
A reacdo foi preparada com 100 pL do filtrado contendo enzimas, 100 pL do
substrato contendo 1% de quitina, preparado em tampao fosfato (20 mM, pH 7,5). A
temperatura de incubagdo foi50 °C por 60 min (Ting & Chai et al., 2015). Para parar
a reacdo foram adicionados 200 puL de DNS na mistura e incubada a 95 °C por 15
min. Um volume de 200 uL foi transferido para microplacas de 96 pocos (Sigma-
Aldrich) e a andlise espectrofotométrica foi realizada pela medicdo da absorbincia
em 530 nm utilizando o leitor de ELISA. Todos os testes foram realizados com trés
replicatas. A curva padrdo foi preparada com N-acetil-D-glicosamina (Sigma-

Aldrich), com concentracdo estoque de 20 mg/mL.

2.7 Analises estatisticas

Para o ensaio de cultura dupla e atividade antagbnica o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado. Posteriormente, os dados de crescimento
micelial da cultura dupla e da atividade antagbnica foram submetidos a ANOVA e
quando ocorreu significancia, foi realizado o teste de Scott-Knott, ao nivel de 1%
(p<0,01).

Para a atividade enzimdtica, o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 4 (dois tipos de meio de cultivo e quatro
isolados de Trichoderma spp.). Posteriormente, os dados da atividade da B-1,3-
glucanase e quitinase foram submetidos 8 ANOVA e quando ocorreu significancia,

foi realizado o teste de Tukey, ao nivel de 1% (p<0,01).

59



3. Resultados

3.1 Ensaio de cultura dupla

Os isolados de Trichoderma spp. foram capazes de crescer e esporular sobre o
micélio das quatros espécies de fungos fitopatogénicos, havendo diferengas
significativas entre os isolados por meio do teste de Scott-Knott (p<0,01).

No ensaio envolvendo F. verticillioides, os isolados 432F8C-AM
(Trichoderma sp. VIC 44361), 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362),
764F2C-AM (Trichoderma sp. VIC 44362), 762F17F-AC (Trichoderma sp. VIC
44362) e 26F9R-AC (T. ovalisporum) apresentaram os melhores resultados de
inibicdo, com valores médios variando de 69,65 a 72,25% em relacdo ao tratamento
controle (Tabela 2; Figura 1).

Em relagdo a inibigdo de C. karstii, todos os isolados foram superiores ao
tratamento controle e ndo diferiram estatisticamente entre si. Os valores médios de
inibi¢do variraram entre 58,09 a 65,07% (Tabela 2).

Para o C. laticiphilum os isolados 432F8C-AM (Trichoderma sp. VIC
44361), 762F17F-AC (Trichoderma sp. VIC 44362), 763F25F-AM (Trichoderma sp.
VIC 44362), 764F2C-AM (Trichoderma sp. VIC 44362), 610F5C-AM (T.
erinaceum), 3F13C-AC (T. koningiopsis), 21F13C-AC (T. koningiopsis), 24F6C-AM
(T. koningiopsis), 247TF12R-AC (T. harzianum), 26F9R-AC (T. ovalisporum) e
S08F9R-AC (T. ovalisporum) apresentaram maiores valores de inibigdo, com médias
entre 62,64 a 65,64% em comparagdo ao tratamento controle (Tabela 2).

A analise da inibi¢c@o de C. lindemuthianum também evidenciou que todos os
isolados foram superiores ao tratamento controle, mas sem diferengas estatistica
entre si, conforme observado para o fitopatdgeno C. karstii. Os valores médios de
inibicdo variaram entre 48,43 a 56,70% (Tabela 2).

Os isolados 432F8C-AM (Trichoderma sp. VIC 44361), 763F25F-AM
(Trichoderma sp. VIC 44362), 764F2C-AM (Trichoderma sp. VIC 44362),
762F17F-AC (Trichoderma sp. VIC 44362) e 26F9R-AC (T. ovalisporum)
destacaram-se nessa andlise por estarem presentes entre os melhores resultados
considerando-se os quatro fitopatdégenos F. verticillioides, C. karstii, C. laticiphilum

e C. lindemuthianum (Tabela 2; Figura 1).
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Tabela 2. Valores médios de crescimento e porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de F. verticillioides, C. karstii, C. laticiphilum e C.

lindemuthianum obtidos por meio do ensaio de cultura dupla com os isolados de Trichoderma spp.

Isolados

Crescimento Micelial (mm)

Inibi¢do do Crescimento Micelial(%)

Nome cientifico F.v C.k C.1 C.h F.v C.k C.1 C.h
Controle 85,00 a 85 a 78,69 a 42,33 a
(265F6C-AM) T. koningiopsis 32,69 d 3345b 31,28 b 21,83 b 61,54 60,65 60,25 48,43
(4F9R-ACQC) T. ovalisporum 29,08 e 34,76 b 30,85 b 19,83 b 65,79 59,11 60,80 53,15
(26F9R-AC) T. ovalisporum 25,64 ¢ 33,00 b 27,77 ¢ 19,33 b 69,84 61,18 64,71 54,33
(763F25F-AM) Trichoderma sp. VIC 44362 24,12 g 29,69 b 27,04 ¢ 20,00 b 71,62 65,07 65,64 52,75
(23F18C-AC) T. harzianum 35,95 ¢ 33,23 b 33,37b 20,17 b 57,71 60,91 57,59 52,35
(610F5C-AM) T. erinaceum 27,18 f 33,17b 29,25 ¢ 19,33 b 68,02 60,98 62,83 54,33
(58F6C-AM) T. koningiopsis 38,49b 32,27b 31,58 b 19,83 b 54,72 62,04 59,87 53,15
(619F6C-AM) T. koningiopsis 29,54 ¢ 35,86 b 31,64 b 20,00 b 65,25 57,81 59,79 52,75
(84F15C-AM) T. virens 30,23 e 32,80b 30,78 b 20,83 b 64,44 61,41 60,88 50,79
(24F6C-AM) T. koningiopsis 27,07 £ 31,54 b 27,25 ¢ 21,17 b 68,15 62,89 65,37 49,99
(597F2C-AC) T. spirales 28,88 ¢ 32,21b 30,86 b 22,17b 66,02 62,11 60,78 47,63
(765F5C-AM) T. harzianum 28,80 e 31,27b 32,14 b 19,33 b 66,12 63,21 59,16 54,33
(764F2C-AM) Trichoderma sp. VIC 44362 2359 ¢ 31,97 b 29,22 ¢ 18,33 b 72,25 62,39 62,87 56,70
(22F20C-AC) Trichoderma sp. VIC 44364 30,05 ¢ 31,75 b 31,76 b 22,17b 64,65 62,65 59,64 47,63
(247F12R-AC) T. harzianum 27,52 f 32,98 b 28,34 ¢ 19,67 b 67,62 61,20 63,99 53,53
(20F5C-AM) T. erinaceum 39,87 b 33,45Db 31,05b 19,17 b 53,09 60,65 60,54 54,71
(815F11R-AM) T. koningiopsis 30,27 e 32,24 b 30,71 b 20,00 b 64,39 62,07 60,97 52,75
(432F8C-AM) Trichoderma sp. VIC 44361 258 ¢ 32,30b 28,51 ¢ 19,17 b 69,65 62,00 63,77 54,71
(549F18C-AC) T. harzianum 31,15 35,62b 31,12 b 18,67 b 63,35 58,09 60,45 55,89
(3F13C-AC) T. koningiopsis 27,52 f 33,04 b 294 c 21,13 b 67,62 61,13 62,64 50,08
(508F9R-AC) T. ovalisporum 28,77 e 31,21b 27,80 ¢ 19,50 b 66,15 63,28 64,67 53,93
(21F13C-AC) T. koningiopsis 31,59 ¢ 30,33 b 28,04 ¢ 21,00 b 62,84 64,32 64,37 50,39
(245F13C-AC) T. koningiopsis 26,75 £ 30,66 b 30,44 b 21,17 b 68,53 63,93 61,32 49,99
(762F17F-AC) Trichoderma sp. VIC 44362 2487 g 34,06 b 27,19 ¢ 18,67 Db 70,74 59,93 65,45 55,89
(17F5R-AM) Trichoderma sp. VIC 44363 35,00 ¢ 33,86 b 34,66 b 20,66 b 58,82 60,16 55,95 51,19
CV (%) 4,06 5,75 5,88 7,29

*F.v (Fusarium verticilioides); C. k (Colletotrichum karstii); C. 1(Colletotrichum laticiphilum); C. li (Colletotrichum lindemuthianum).
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Figura 1. Cultura dupla dos isolados de Trichoderma spp. versus fungos fitopatogénicos.
Culturas crescidas em meio BDA dos isolados 26F9R-AC (T. ovalisporum) (b, h, n,
t), 432F8C-AM (Trichoderma sp. VIC 44361) (c, i, o, u), 762F17F-AC
(Trichoderma sp. VIC 44362) (d, j, p, V), 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC
44362) (e, k, q, w) e 764F2C-AM (Trichoderma sp. VIC 44362) (f, 1, r, y) versus C.
laticiphilum (b, c, d, e, 1), C. karstii (h, 1, j, k, 1), C. lindemuthianum (n, o, p, q, 1) € F.

verticillioides (t, u, v, w, y).
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3.2 Atividade antagdnica a partir do filtrado liofilizado

Os extratos de Trichoderma spp. apresentaram atividade antimicrobiana
contra as quatros espécies de fitopatégenos (F. verticillioides, C. karstii, C.
laticiphilum e C. lindemuthianum), havendo diferencas significativas entre os
isolados por meio do teste de Scott-Knott (»p<0,01).

No ensaio com F. verticillioides, o isolado 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC
44363) destacou-se com a maior média de inibicdo do crescimento micelial
(42,94%), seguido dos isolados 24F6C-AM (T. koningiopsis), 763F25F-AM
(Trichoderma sp. VIC 44362) e 245F13C-AC (T. koningiopsis) que apresentaram
média de inibicdo do crescimento micelial igual a 23,39, 24,62 e 24,05%,
respectivamente (Tabela 3).

Para o C. karstii o isolado 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363)
apresentou a maior inibicdo (59,94%), seguido do isolado 763F25F-AM
(Trichoderma sp. VIC 44362), com a segunda maior média de inibicdo (43,40%)
(Tabela 3).

Os dados de inibi¢ao de C. laticiphilum evidenciaram o melhor resultado para
o isolado 17F5R-AM (Trichoderma sp. VIC 44363), com porcentagem de inibicao
do crescimento micelial igual a 62,98%. Além deste isolado, o isolado 245F13C-AC
(T. koningiopsis) apresentou o segundo melhor resultado de inibicdo, com inibicdo
do crescimento micelial igual a 32,88% (Tabela 3).

Para C. lindemuthianum, os isolados 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC
44363) e 24F6C-AM (T. koningiopsis) apresentaram as maiores médias de inibicdo
igual a 89,73 e 88,02%, respectivamente. Outro interessante isolado foi S8F6C-AM
(T. koningiopsis), que apresentou valores médios de 65,21% (Tabela 3).

O solado 17F5R-AM (Trichoderma sp. VIC 44363) destacou-se entre o0s
demais, por ter apresentado as maiores porcentagens de inibicdo do crescimento
micelial dos quatro fitopatdgenos. Os isolados 24F6C-AM (T. koningiopsis),
245F13C-AC (T. koningiopsis) e T63F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362)

também demonstraram ser promissores para o biocontrole (Figura 2).
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Tabela 3. Valores médios de crescimento e porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de F. verticillioides, C. karstii, C. laticiphilum e C.

lindemuthianum pelo método de difusdo em 4gar utilizando o liofilizado de culturas com os isolados de Trichoderma spp. obtidos por fermentagao.

Extratos liofilizados'

Crescimento Micelial (mm)

Inibi¢do do Crescimento Micelial (%)

Nome cientifico F.v C.k C.1 C.1 F.v C.k C.1 C. I
Controle - DMSO 85,0a 63,68a 56,29a 58,43 a
(265F6C-AM) T. koningiopsis 85,0a 51,37 ¢ 46,95 e 48,67 ¢ 0,00 19,33 16,59 16,70
(4F9R-AC) T. ovalisporum 85,0a 55,35d 51,08 ¢ 50,33 b 0,00 13,08 9,26 13,86
(26F9R-AC) T. ovalisporum 81,63 b 54,15d 52,53 b 46,67 ¢ 3,96 14,97 6,68 20,13
(763F25F-AM) Trichoderma sp. VIC 44362 64,07 e 36,04 g 4292 ¢ 45,08 d 24,62 43,40 23,75 22,85
(23F18C-AC) T. harzianum 85,0a 59,81 b 53,40 b 48,83 ¢ 0,00 6,08 5,13 16,43
(610F5C-AM) T. erinaceum 71,68 ¢ 59,54 b 51,01 ¢ 4425d 15,67 6,50 9,38 24,27
(58F6C-AM) T. koningiopsis 72,67 ¢ 52,73 f 46,24 ¢ 20,33 h 14,51 17,20 17,85 65,21
(619F6C-AM) T. koningiopsis 69,84 d 51,35¢ 44,75 £ 3483 ¢ 17,84 19,36 20,50 40,39
(84F15C-AM) T. virens 85,00 a 57,67 ¢ 56,13 a 50,50 b 0,00 9,44 0,28 13,57
(24F6C-AM) T. koningiopsis 65,12 ¢ 46,50 f 41,07 h 7,001 23,39 26,98 27,04 88,02
(597F2C-AC) T. spirales 85,00 a 56,74 ¢ 55,35 a 51,62 b 0,00 10,90 1,67 11,65
(765F5C-AM) T. harzianum 85,00 a 57,80 ¢ 55,74 a 48,08 ¢ 0,00 9,23 0,98 17,71
(764F2C-AM) Trichoderma sp. VIC 44362 71,56 ¢ 53,38 ¢ 50,24 ¢ 50,23 b 15,81 16,17 10,75 14,03
(22F20C-AC) Trichoderma sp. VIC 44364 85,00 a 57,96 ¢ 54,69 a 50,23 b 0,00 8,98 2,84 14,03
(247F12R-AC) T. harzianum 81,20 b 60,00 b 56,16 a 47,63 ¢ 4,47 5,78 0,23 18,48
(20F5C-AM) T. erinaceum 81,87 b 54,86 d 48,49 d 50,92 b 3,68 13,85 13,86 12,85
(815F11R-AM) T. koningiopsis 85,00 a 58,77b 52,78 b 43,17d 0,00 7,71 6,24 26,12
(432F8C-AM) Trichoderma sp. VIC 44361 85,00 a 57,60 c 54,65 a 50,08 b 0,00 9,55 2,91 14,29
(549F18C-AC) T. harzianum 85,00 a 58,37 ¢ 55,92 a 49,00 ¢ 0,00 8,34 0,66 16,14
(3F13C-AC) T. koningiopsis 71,00 ¢ 44,74 £ 39,811 2725¢g 16,47 29,74 29,28 53,36
(508F9R-AC) T. ovalisporum 84,41 a 57,76 ¢ 49,31d 47,17 ¢ 0,69 9,30 12,40 19,27
(21F13C-AC) T. koningiopsis 83,49 b 52,99 ¢ 50,57 ¢ 28,17 g 1,78 16,79 10,16 51,79
(245F13C-AC) T. koningiopsis 64,56 ¢ 47,00 f 37,78 ] 30,24 £ 24,05 26,19 32,88 48,25
(762F17F-AC) Trichoderma sp. VIC 44362 68,55d 57,18 ¢ 50,34 ¢ 50,67 b 19,35 10,21 10,57 13,28
(17F5R-AM) Trichoderma sp. VIC 44363 48,50f 25,51h 20,84 k 6,001 42,94 59,94 62,98 89,73
CV (%) 1,89 2,32 2,22 3,54

*F.v (Fusarium verticilioides); C. k (Colletotrichum karstii); C. 1 (Colletotrichum laticiphilum); C. i (Colletotrichum lindemuthianum).
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17F5R-AM 763F2F-AM
Controle Trichoderma sp. 24F6C-AM 245F13C-AC Trichoderma sp.
VIC 44363 T. konongiopsis T. konongiopsis VIC 44362

C. laticiphilum

C. karstii

F. verticillioides C. lindemuthianum

Figura 2. Efeito antagonista do liofilizado das culturas dos Trichoderma spp. versus
fungos fitopatogénicos. Os isolados 17F5R-AM (T'richoderma sp. VIC 44363) (b, g,
L q), 24F6C-AM (T. koningiopsis) (c, h, m, r), 245F13C-AC (T. koningiopsis) (d, i,
n, s) e 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362) (e, j, o, t) versus fungos
fitopatogénicos C. laticiphilum (b, c, d, e), C. karstii (g, h, 1, j), C. lindemuthianum (],
m, n, 0) e F. verticillioides (q, 1, s, t).
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3.3 Inibi¢do da germinagdo dos conidios e determinacdo da Concentracdo Minima

Inibitéria (CMI) a partir do extrato bruto

O isolado 17F5R-AM (Trichoderma sp. VIC 44363) apresentou os melhores
resultados de inibicdo, com capacidade de inibir todos os fitopatdgenos analisados,
com valores médios de CMI igual a 3000; 62,5; 31,24; e 3,91 pg mL! para F.
verticillioides, C. karstii, C. laticiphilum e C. lindemuthianum, respectivamente
(Tabela 4).

O isolado 24F6C-AM (T. koningiopsis) foi capaz de inibir a germina¢do dos
conidios de C. karstii (6000 ug mL™") e C. lindemuthianum (3000 pug mL™); contudo,
para F. verticillioides nao foi observada a inibicdo e, consequentemente, nio foi
possivel determinar a CMI (Tabela 4). O isolado 245F13C-AC, também da espécie
T. koningiopsis, foi capaz de inibir somente C. lindemuthianum (6000 pg mL™)
(Tabela 4). O solado 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362) foi capaz de inibir
somente a germinacdo dos conidios do C. lindemuthianum (6000 pg mL ") (Tabela
4).

Tabela 4. Efeito dos extratos brutos de Trichoderma spp. na inibigdo da germinacao

dos conidios dos fungos fitopatogénicos.

Pat6geno
Trichoderma  F. verticillioides C. karstii C. laticiphilum  C. lindemuthianum
Spp- % CMI® % CMI % CMI % CMI
17F5R-AM 100 3000 100 62,5 100 31,24 100 391
24F6C-AM -¢ - 100 6000 - - 100 3000
245F13C-AC - - - - - - 100 6000
763F25F-AM - - - - - - 100 6000

“Porcentagem de inibicio da germinacdio dos esporos. "Concentragio minima
inibitéria (CMI) (X pg/mL). “Nio ativo. As concentragdes variaram de 6000 a 0,19
pug/mL dependendo do fitopatdégenos a ser controlado. A porcentagem da germinagao
dos esporos foi calculada baseada na contagemde 100 conidios em trés replicatas.
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3.4 Perfil dos metabolitos secundarios bioativos

Os quatro isolados de Trichoderma spp. selecionados com base na sua
eficiéncia antagbnica contra os fitopatdgenos, descrita anteriormente, foram
submetidos a andlise de seus perfis de metabdlitos secundarios por meio da técnica
CG-EM.

Os cromatogramas obtidos dos extratos brutos dos quatro isolados 17F5R-
AM (Trichoderma sp. VIC 44363), 24F6C-AM (T. koningiopsis), 245F13C-AC (T.
koningiopsis) e T63F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362) sdo mostrados na Figura
3. A andlise dos cromatogramas gerados revelou perfis de metabdlitos distintos entre
os mesmos (Figura 3).

O isolado 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363), que apresentou 0s
melhores resultados em relagdo ao antagonismo dos quatro fitopatdégenos tem perfil
diferente dos demais cromatogramas analisados, com picos majoritirios nos tempos
de retenc@o entre 800 e 1000 s (Figura 3B). Os isolados 24F6C-AM (T. koningiopsis)
e 245F13C-AC (T. koningiopsis), apresentam perfis proximos, caracterizados por um
envelope de picos sobrepostos entre 800 e 1000 s, em uma disposicdo diversa
daquela verificada para o isolado 17F5R-AM (Trichoderma sp. VIC 44363). O
isolado 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362) apresentou um perfil
caracterizado pela predominancia de picos nos tempos de retengdo entre 400 e 800 s
(Figura 3E). Devido ao grande nimero de picos sobrepostos, ndo foi possivel
analisar com precisdo as massas especificas dos metabdlitos produzidos pelos
isolados testados e a identificacdo automdtica dos picos também nao foi realizada,
pois ndo ha uma base de dados para CG-EM de metabdlitos de fungos, como ocorre

para o metaboloma de plantas.
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Figura 3. Cromatogramas totais da corrente de fons totais - Total ion current
chromatograms (TIC). Extratos brutos obtidos utilizando acetato de etila do meio
ndo inoculado (controle) (a); isolado 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363) (b);
24F6C-AM (T. koningiopsis) (c); 245F13C-AC (T. koningiopsis) (d) e; 763F25F-

AM (Trichoderma sp. VIC 44362 (e).
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3.5 Atividade enzimdtica relacionada ao micoparasitismo

Os quatro isolados apresentaram atividade das enzimas -1,3-glucanase e
quitinase nos dois tipos de meio analisados. A avaliacdo dos resultados da atividade
da B-1,3-glucanase evidenciaram a interacdo significativa entre os dois meios de
cultivo e os quatro isolados de Trichoderma spp. (p<0,01). A andlise dos resultados
de atividade da quitinase ndo indicou interacdo significativa entre os dois fatores
(meios de cultivo e isolados de Trichoderma spp.) (p>0,05).

Os filtrados do meio de cultivo 2 (com presenca de micélio do fungo F.
verticillioides) apresentaram as maiores médias de atividade da B-1,3-glucanase em
relacdo aqueles obtidos com o meio 1 (controle), exceto para os filtrados do isolado
17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363) que ndo apresentaram diferencas
estatistica entre os meios. No meio de cultivo 2, o filtrado do isolado 24F6C-AM (T.
koningiopsis) apresentou a maior média de atividade enzimadtica, igual a 837,67 U
mL"!, diferindo estatisticamente dos isolados 245F13C-AC (T. koningiopsis) e
763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362), com médias de 600,27 e 614,43 U mL"
! respectivamente. A atividade da B-1,3-glucanase calculada para os filtrados desses
trés isolados diferiu daquela apresentada pelo isolado 17FSR-AM (Trichoderma sp.
VIC 44363) que apresentou valor médio igual a 250,51 U mL. Considerando
somente 0 meio 1 (controle), os quatro isolados ndo apresentaram diferencas entre si,
com valores médios variando entre 129,93 ¢ 169,70 U mL" (Figura 4).

Para a atividade da quitinase ndo foram observadas diferencas significativas
entre os isolados de Trichoderma spp. (p>0,05). Os valores médios no meio de
cultivo 1 para os isolados 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363), 24F6C-AM
(T.koningiopsis), 245F13C-AC (T. koningiopsis) e 763F25F-AM (Trichoderma sp.
VIC 44362) foi igual a 168,12; 197,27; 173,45 e 196,78 U mL’l, respectivamente
(Figura 5). Os valores médios no meio de cultivo 2 para os isolados 17F5R-AM
(Trichoderma sp. VIC 44363), 24F6C-AM (T. koningiopsis), 245F13C-AC (T.
koningiopsis) e 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362) foi igual a 207,59;
231,99; 233,77 € 242,57 U mL'l, respectivamente (Figura 5).
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Figura 4. Atividade da B-1,3-glucanase de quatro isolados de Trichoderma spp. O
Meio de cultivo 1 representa o tratamento controle e o Meio de cultivo 2 representa o
tratamento com adicao de micélio de F. verticillioidescomo fonte de carbono. Letras
maiusculas comparam cada isolado com seus respectivos meios € letras mindsculas
comparam os isolados em cada meio. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 1% de probabilidade. As barras representam o desvio padrdo.

N=3.
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Figura 5. Atividade da quitinase de quatro isolados de Trichoderma spp. O Meio de
cultivo 1 representa o tratamento controle e o Meio de cultivo 2 representa o
tratamento com adicdo de micélio de F. verticillioides como fonte de carbono. As

barras representam o desvio padrao. N=3.
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4. Discussao

Fungos do género Trichoderma estao entre 0s micro-organismos mais usados
no biocontrole (You et al, 2016), sendo que mais de 60% dos biofungicidas
registrados a base de fungos contém isolados desse género (Verma et al., 2007). De
acordo com Chaverri et al. (2011) espécies de Trichoderma encontradas em Hevea
spp. no seu local de origem podem apresentar potencial para serem usadas como
agentes do biocontrole de fitopatdgenos. Nossos resultados obtidos a partir dos
isolados de Trichoderma spp. endofiticos de seringueiras nativas da AmazOnia
confirmam o potencial para uso no controle de fungos fitopatogénicos, com maior
destaque para o isolado 17F5R-AM (Trichoderma sp. VIC 44363).

Na andlise de cultura dupla, os isolados 432F8C-AM (Trichoderma sp. VIC
44361), 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362), 764F2C-AM (Trichoderma sp.
VIC44362), 762F17F-AC (Trichoderma sp. VIC 44362) e 26F9R-AC (T.
ovalisporum) apresentaram os melhores resultados de inibi¢dao dos fitopatégenos C.
karstii, C. laticiphilum, C. lindemuthianum e F. verticillioides (Tabela 2; Figura 1).
A sobreposicdo dos isolados de Trichoderma spp. as colonias dos fitopatdgenos é
nitidamente observada (Figura 1), resultado da acdo parasitica destes isolados de
Trichoderma spp. Resultados similares ao observado na presente pesquisa foram
reportados em outros estudos envolvendo espécies do género Trichoderma como
agente de biocontrole, conforme observado para Trichoderma hamatum que reduziu
o crescimento da colonia no ensaio de cultura dupla contra Pyrenophora tritici-
repentis (Larran et al, 2016) e Trichoderma viride que inibiu o crescimento de
Fusarium oxysporum f. sp. adzuki (John et al., 2010).

As espécies Trichoderma sp. VIC 44362 (isolados 763F25F-AM, 764F2C-
AM e 762F17F-AC) e Trichoderma sp. VIC 44361 (isolado 432F8C-AM), ambas
estudadas pela primeira vez quanto ao potencial para o biocontrole, sao
filogeneticamente relacionadas a espécie T. atroviride (Brito et al, dados ndo
publicados). Espécies como T. atroviride sdo conhecidas por produzir compostos
volateis antimicrobianos, como 6-pentil-o-pirona (6-PP) (Stoppacher et al, 2010).
Adicionalmente, Toghueo et al. (2016) também observaram que 7. atroviride

endofiticos inibiu o crescimento micelial de Fusarium solani em placa. De acordo
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com esses mesmos autores, este potencial de inibicdo estd relacionado a compostos
antimicrobianos volateis produzidos por estes isolados endofiticos.

Espécies do género Trichoderma caracterizam-se por apresentarem
resisténcia a inibidores produzidos por outros microorganismos (Daryaei et al.,
2016). Alémdisso, sdo capazes de atuar por meio da produgdo de compostos volateis
e nao-volateis, competicdo por espaco e nutrientes, atividade enzimdtica e
parasitismo (Brito et al., 2014), o que pode ter contribuido diretamente para os
isolados (p.ex. 432F8C-AM, 763F25F-AM, 764F2C-AM, 762F17F-AC e 26F9R-
AC) terem inibido o crescimento micelial dos fitopatdgenos no presente estudo.
Segundo Carvalho et al. (2014), um dos principais mecanismos de a¢do antagonista
do gé€nero Trichoderma se deve a maior velocidade em colonizar os espagos e
competir pelos nutrientes, o que contribui para inibir os fitopatdgenos. A habilidade
de espécies de Trichoderma suprimir o crescimento de fitopatdgenos in vitro torna-os
candidatos para futuros testes in vivo (Valenzuela et al., 2015).

No presente estudo, ao testarmos o filtrado liofilizado do cultivo dos isolados,
observamos as maiores porcentagens de inibi¢cdo do crescimento micelial de F.
verticillioides (42,94%), C. karstii (59,94%), C. laticiphilum (62,98%) e C.
lindemuthianum (89,73%) com o isolado 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363).
Adicionalmente, o filtrado liofilizado de 17F5R-AM (Trichoderma sp. VIC 44363)
apresentou os menores valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) frente aos
quatro fitopatégenos. Esses resultados sugerem que as inibi¢cdes do crescimento em
placa e da germinagdo de esporos estdo relacionadas com metabdlitos secundarios
prouzidos por essa espécie. De fato, Trichoderma spp. apresentam potencial para a
producdo de metabdlitos secunddrios, os quais apresentam amplo espectro de acdo
antimicrobiana, como os peptideos ndo-ribossomais (p.ex. peptaibols e sideroforos),
policetideos, terpenoides, pironas (p.ex. 6-pentil-pirona) e isocianatos (Zeilinger et
al, 2016).

A espécie Trichoderma sp. VIC 44363 (isolado 17F5R-AM) ¢
filogeneticamente relacionada a espécie Trichoderma brevicompactum, ambos
pertencentes ao clado Brevicompactum (Brito et al, dados ndao publicados).
Trichoderma brevicompactum é reportada como uma espécie capaz de produzir
moléculas de tricotecenos (p.ex. tricodermim), com potencial antiflingico e

inibidores de sintese protéica (Shentu et al., 2014a; Shentu et al., 2014b). A
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capacidade de producdo de metabdlitos antifiingicos por espécies de fungos
pertencentes ao clado Brevicompactum corrobora com o fato de Trichoderma sp.
VIC 44363 apresentar excelentes resultados de inibi¢cdo dos patdgenos nos ensaios
que envolvem a produgdo de metabdlitos no presente estudo.

De fato, espécies do g€nero Trichoderma apresentam diversos metabolitos
secunddrios capazes de inibir o crescimento de fitopatégenos, seja através de
compostos organicos volateis ou por compostos organicos ndo- volateis (Vinale et al,
2013, 2014; Bae et., 2016). No presente estudo, o perfil do metaboloma dos isolados
17F5R-AM (Trichoderma sp. VIC 44363), 24F6C-AM (T. koningiopsis), 245F13C-
AC (T. koningiopsis) e T63F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362) evidenciaram
contrastes que podem estar relacionadas com as estratégias quimicas desses fungos
endofiticos frente aos fitopatdgenos (Figura 3). Devido a auséncia de uma base de
dados dedicada a metabdlitos de fungos detectados por CG-EM, ndo foi possivel
realizar a identificacio confidvel dos metabdlitos presente nas amostras. Mais
estudos serdo realizados para correta identificacdo destes metabdlitos produzidos em
meio BD, utilizando as técnicas de CG-EM e também CL-EM (Cromatografia
liquida-espectrdmetro de massas). Além disso, esses extratos serdo submetidos a
fracionamentos para determinar de fato que composto pode esta atuando na inibi¢do
dos fitopatégenos analisados.

Trichoderma spp. sdo conhecidos pela sintese de uma variedade de enzimas
hidroliticas (p.ex. quitinase, glucanase, xilanase e protease) relacionadas a
degradacdo da parede celular de outros fungos (Carvalho, 2015; Vinodkumar et al,
2017), sendo o estudo destas enzimas uma ferramenta util para identificacdo de
candidatos promissores para o controle bioldgico (Lopes et al., 2012). No presente
estudo os isolados mais promissores para uso no biocontrole (p.ex. 17F5R-AM,
763F25F-AM, 24F6C-AM e 245F13C-AC) apresentaram a capacidade de produzir
B-1,3-glucanase e quitinase (Figura 4 e 5). Varias enzimas liticas, incluindo B-
glucanases, quitinases e proteases, sdo produzidas durante acdo micoparasita de
Trichoderma spp. agindo de forma sinérgica na degradacdo da parede celular do
hospedeiro (Martin et al., 2007). Guigén-Lépez et al. (2015) avaliaram a expressdo
de enzimas relacionadas ao micoparasitismo durante o parasitismo de Trichoderma
asperellum contra o patdégeno Phymatotrichopsis omnivora, agente etiolégico da

podridao das raizes em algoddo. Esses autores reportaram que os resultados da
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andlise de expressdo de genes demonstram claramente que o micoparasitismo €
estreitamente relacionado a expressao simultinea de quitinase e 3-1,3-glucanase.

A alta atividade das enzimas hidroliticas quitinase, celulase, protease e B-1-3-
glucanase de Trichoderma asperellum demonstraram elevado potencial para o
controle biolégico de Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (Saravanakumar et
al, 2016). Adicionalmente, B-1,3-glucanase foi reportada como uma enzima chave
para reducdo do mofo branco causado por Sclerotinia sclerotiorum (Geraldine et al.,
2013). Estudos prévios também demonstraram que isolados de Trichoderma spp.
foram capazes de produzir quitinases e B-1,3-glucanase durante a interacdo com
Sclerotium rolfsii e Pythium aphanidermatum, sendo assim capazes de degradar os
dois principais componentes da parede celular desses fitopatdgenos (Rao et al,
2016).

Em conclusdo, nossos resultados revelam o potencial biotecnolégico dos
1solados de Trichoderma spp. endofiticos de Hevea spp. da AmazOnia brasileira, com
pespectivas para uso no biocontrole. Os isolados 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC
44363), 763F25F-AM (Trichoderma sp. VIC 44362), 24F6C-AM (T. koningiopsis) e
245F13C-AC (T. koningiopsis) apresentam potencial para controlar os fitopatégenos
C. karstii, C. laticiphilum, C. lindemuthianum e F. verticillioides; com destaque para
o isolado 17FSR-AM (Trichoderma sp. VIC 44363) que possui a capacidade de
produzir metabdlitos secundarios com elevada atividade antimicrobiana. Pesquisas
futuras sobre Trichoderma sp. VIC 44363 como bioformulante podem otimizar o seu

potencial como agentes de biocontrole de fungos fitopatogénicos.
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Conclusoes Gerais

Os fungos endofiticos do g€nero Trichoderma isolados de Hevea spp.
representam uma fonte de novas espécies propostas neste estudo;

Os marcadores moleculares IRAP e REMAP podem ser utilizados para
acessar a variabilidade genética dos isolados de Trichoderma spp.
possibilitando a triagem de isolados repetidos;

Isolados endofiticos de Hevea spp. do género Trichoderma apresentam
atividade antimicrobiana capaz de inibir o crescimento de fungos
fitopatogénicos;

A atividade enzimdtica observada em alguns isolados é promissora para o
emprego em trabalhos futuros de controle bioldgico de fungos

fitopatogénicos.
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