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RESUMO

XAVIER, Luiz Felipe da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2020.
Trichoderma spp.: filogenia, deteccio de dsRNA, controle biolégico e promocao de
crescimento de Phaseolus vulgaris. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Coorientadores:
Mauricio Dutra Costa e Poliane Alfenas Zerbini

A microbiota do solo tem uma diversidade bioldgica tunica. Esses microrganismos tém enormes
aplicacoes biotecnoldgicas, o que levou a um aumento no nimero de estudos que exploram esse
potencial em beneficio da industria e da agricultura. No Brasil, o feijao comum (Phaseolus
vulgaris) € uma das culturas mais importantes, que € afetada por varios patdgenos que causam
perdas econdmicas significativas. Fungos do solo do género Trichoderma sao reconhecidos
como agentes de controle bioldgico eficientes e representam uma alternativa promissora para o
controle de patdégenos do feijao comum, como Colletotrichum lindemuthianum (responsavel
pela doenca antracnose), Sclerotinia sclerotiorum (responsdvel pela doenca do mofo branco) e
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (responsdvel pela murcha de Fusarium). Como todos os
organismos vivos do planeta, os fungos sdo suscetiveis a infec¢des virais. No entanto, essa
interacdo permanece pouco documentada para Trichoderma spp. Portanto, o objetivo dessa
pesquisa foi detectar a presenca de micovirus (virus que infectam fungos) em Trichoderma spp.
isolados de solos de plantacdes de feijoeiro comum e determinar se estas linhagens de
Trichoderma spp. sdo capazes de controlar fitopatdgenos e promover o crescimento vegetal. Os
micovirus foram detectados por meio da andlise da presenga de dsRNA. Os isolados de
Trichoderma spp. foram identificados com base na andlise filogenética das sequéncias
nucleotidicas dos marcadores moleculares actina (act), fator de elongacao da traducdo 1-a (tef1-
a) e espacadores internos transcritos do rDNA (ITS1 e ITS2). Os isolados foram testados em
ensaios de antagonismo in vitro aos fungos fitopatogénicos C. lindemuthianum, S. sclerotiorum
e F. oxysporum f. sp. phaseoli e em ensaios de promocao do crescimento vegetal. Seis isolados
de Trichoderma spp. portadores de micovirus foram identificados em 59 isolados obtidos de
amostras de solo de diferentes plantacdes de feijao comum. Os resultados revelaram trés perfis
diferentes de dsRNA em trés espécies diferentes de Trichoderma, agrupadas nos clados
Brevicompactum, Harzianum e Viride. Aqui, € relatado pela primeira vez em solo agricola de
Minas Gerais a espécie T. arundinaceum, que juntamente com 7. koningiopsis, mostrou

atividade antagonista eficaz contra os fitopatégenos do feijao comum. Além disso, T.



koningiopsis foi capaz de aumentar a massa seca de P. vulgaris em casa de vegetacdo. De modo
geral, foram encontradas evidéncias de micovirus em Trichoderma spp., onde foi observado
que 10,16% dos isolados apresentaram dsRNA. A influéncia desses micovirus nas atividades

de micoparasitismo e de promocao de crescimento vegetal serd determinada futuramente.

Palavras-chave: Trichoderma. DsRNA. Controle biolégico. Promog¢ao de crescimento.

Filogenia. Feijao comum.



ABSTRACT

XAVIER, Luiz Felipe da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2020.
Trichoderma spp.: phylogeny, dsRNA detection, biological control and Phaseolus vulgaris
growth promotion. Advisor: Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisors: Mauricio Dutra Costa
and Poliane Alfenas Zerbini

Soil microbiota has a unique biological diversity. These microorganisms have enormous
biotechnological applications, which has led to an increase in the number of studies exploring
this potential for the benefit of industry and agriculture. In Brazil, common bean (Phaseolus
vulgaris) is one of the most important crops, which is affected by several pathogens that cause
significant economic losses. Soil fungi of the genus Trichoderma are recognized as efficient
biological control agents and represent a promising alternative for the control of common bean
pathogens, such as Colletotrichum lindemuthianum (responsible for anthracnose disease),
Sclerotinia sclerotiorum (responsible for white mold disease) and Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (responsible for Fusarium wilt disease). Such all living organisms on the planet, fungi
are susceptible to viral infections. However, this interaction remains poorly documented for
Trichoderma spp. Therefore, the aim of this research was to detect the presence of mycovirus
(viruses that infect fungi) in Trichoderma spp. isolated from soils from common bean crop
fields and determine whether these Trichoderma spp. strains are able to control phytopathogens
and promote plant growth. Mycoviruses were detected by analyzing the presence of dsRNA.
Trichoderma spp. isolates were identified based on the phylogenetic analysis of nucleotide
sequences of the molecular markers actin (act), translation elongation factor 1-a (tefl-a), and
the internal transcribed spacers of rDNA (ITS1 and ITS2). The isolates were tested to in vitro
antagonism assays to phytopathogenic fungi C. lindemuthianum, S. sclerotiorum, and F.
oxysporum f. sp. phaseoli and for plant growth promotion assays. Six isolates of Trichoderma
spp. harboring mycoviruses were screened from 59 isolates obtained from soil samples from
different common bean crops. The results revealed three different dSRNA profiles in three
different species of Trichoderma, which were grouped in the Brevicompactum, Harzianum, and
Viride clades. Here, it is reported for the first time in agricultural soil from Minas Gerais the
species T. arundinaceum, which together with 7. koningiopsis showed efficiently antagonistic
activity against the common bean phytopathogens. Furthermore, 7. koningiopsis was able to

increase the dry mass of P. vulgaris in the greenhouse. Altogether, evidence of mycovirus was



found in Trichoderma spp., where it was observed that 10.16% of the isolates harbored dsRNA.
The influence of these mycoviruses on mycoparasitism and plant growth promotion activities

will be determined in the future.

Keywords: Trichoderma. DsRNA. Biological control. Growth promotion. Phylogeny.

Common beans.
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1. INTRODUCAO

O género Phaseolus contém aproximadamente 70 espécies descritas (BITOCCHI et al.,
2017) destacando-se 5 principais, que sdo domesticadas: P. vulgaris (feijio comum), P.
coccineus, P. lunatus, P. acutifolius e P. dumosus (DELGADO-SALINAS et al., 2006). Os
feijoeiros podem ser plantados em todos os tropicos e regides temperadas do mundo, crescendo
em altitudes que variam de préximo ao nivel do mar a mais de 3 mil metros acima deste
(GRAHAM & RANALLLI, 1997). Apesar de globalmente distribuido, estudos apontam que P.
vulgaris teve sua origem no Novo Mundo, na Mesoamérica (México, Guatemala) (KAPLAN,

1965; DELGADO-SALINAS et al., 2006).

O feij@ao € um alimento muito popular no Brasil, tendo um consumo médio estimado em
16 kg/habitante anualmente (RAMALHO et al., 2016). O Brasil ocupa o terceiro lugar no
ranking mundial da producio de feijo, atrds da India e Myanmar que se posicionam como
primeiro e segundo lugar, respectivamente (FAOSTAT, 2018). Na safra 2019/2020, a producao
brasileira do grao chegou a pouco mais de 3,02 milhdes de toneladas em uma area plantada
estimada em 2,92 milhdes de hectares e com produtividade média em torno de 1.035 kg/ha. O
estado do Parand lidera a produgdo nacional de feijao, com 631,9 mil toneladas em uma area
plantada de 383,1 mil hectares, o que equivale a um rendimento de 1.649 kg/ha. Minas Gerais
detém a segunda colocagdo, somando 566,2 mil toneladas e uma area plantada de 367,2 mil
hectares, totalizando 1.542 kg/ha. Por fim, o estado do Mato Grosso fica em terceiro lugar,
produzindo 337,0 mil toneladas de feijao em uma area de 237,5 mil hectares, correspondente a
1.419 kg/ha (CONAB, 2019). Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), existem 360 cultivares de feijao registradas para cultivo,
desenvolvidas em sua grande maioria por empresas publicas, principalmente a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), o Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR)
e o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) (MAPA, 2020).

O feijao € cultivado em todos os estados da federacao (CONAB, 2019) e como qualquer
outra cultura, P. vulgaris esté sujeito ao ataque de uma extensa variedade de fungos, bactérias
e virus que reduzem a produtividade. Uma das doencas mais destrutivas da cultura do feijoeiro
mundialmente € o mofo branco, causado pelo fungo filamentoso Sclerotinia sclerotiorum (TU,
1988). Este patégeno é capaz de infectar pelo menos 408 espécies diferentes de plantas

(revisado por BOLAND & HALL, 1994). No Brasil, o mofo branco tem forte impacto no
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cultivo do feijao na regido do Cerrado e nas dreas irrigadas, especialmente nos meses de
inverno, 0s quais propiciam temperatura € umidade adequadas a germinacio dos esclerddios
(FERRAZ et al., 1999; ABREU & SOUZA, 2015), podendo acarretar em perdas de até 90% da
producdo (SINGH & SCHWARTZ, 2010). Outra doenca importante da cultura no feijoeiro no
pais é a murcha de Fusarium, causada por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, uma das mais
de 70 formae specialis que compdem o complexo de espécies capaz de provocar infecgdes em
diversos hospedeiros (RANA et al., 2017). No Brasil, F. oxysporum f. sp. phaseoli ocorre na
maior parte das dreas produtoras de feijio (TOLEDO-SOUZA et al., 2012), ocasionando
reducgdes significativas na produgdo de graos que podem chegar a mais de 80% em condi¢des
de estresse (ABAWI & PASTOR-CORRALES, 1990). Por fim, a antracnose provocada pelo
fungo Colletotrichum lindemuthianum, uma doenga altamente lesiva ao feijoeiro que afeta a
produtividade e qualidade dos feijoes. O fungo C. lindemuthianum é um fitopatégeno
especializado e seus hospedeiros se restringem aos feijoes dos géneros Phaseolus e Vigna
(PASTOR-CORRALES & TU, 1989). A antracnose do feijoeiro é uma doenca de distribuicao
mundial, porém, afeta com mais severidade aqueles paises localizados nas zonas temperadas
(PASTOR-CORRALES & TU, 1989). O fungo € capaz de lesionar todas as partes aéreas da
planta (folhas, caule e vagens), levando a perdas de rendimento que podem chegar a 100%, caso
sejam utilizadas sementes contaminadas e o ambiente forneca condi¢cdes favordveis ao
desenvolvimento de C. lindemuthianum (HALVORSON et al., 2016). A doencga estd
amplamente espalhada, com maior niimero de registros nas regides sul (SC, PR), sudeste (MG,

SP) e centro oeste (MT) (NOGUEIRA et al., 2019; COELHO et al., 2016).

O controle de fitopatogenos por meio de pesticidas quimicos eleva os custos de
producdo e pode provocar desequilibrios ambientais. Assim, o controle biolégico ressurge neste
cendrio como alternativa de grande interesse. Os fungos filamentosos do género Trichoderma
sdo descritos como agentes de biocontrole eminentes. Estes fungos sdo ascomicetos
globalmente distribuidos que possuem diversos estilos de vida e estabelecem relacdes benéficas
ou antagdnicas com outros eucariotos - plantas, animais e outros fungos (HARMAN et al.,
2004). Mais de 50 produtos comerciais baseados em vdrias espécies dentro do género
Trichoderma estdao disponiveis € vem sendo utilizados contra os principais fungos
fitopatogénicos do feijoeiro e de outras culturas, incluindo Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea,
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Pythium spp., Fusarium spp., Colletotrichum spp.,
Phytophthora spp., e outros, fornecendo uma alternativa promissora a aplica¢do de produtos

quimicos. No Brasil, apenas seis produtos sdo licenciados para comercializag¢do: Biotrich® (7.
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harzianum e T. viride - Biovale Produtos Agropecudrios Ltda., Rio Grande do Sul, Brasil),
Quality WG® (T. asperellum - Laboratorio de Biocontrole Farroupilha Ltda., Minas Gerais,
Brasil), Trichodermax® EC (T. asperellum - Novozymes Latin America Ltda., Parand, Brasil),
Trichodermil® (T. harzianum - Itaforte BioProdutos, Sdo Paulo, Brasil) ICB Nutrisolo SC e
WP® (T. viride, T. harzianum e T. koningii - ICB BIOAGRITEC Ltda., Rio Grande do Sul,
Brasil) e Trichodel® (Trichoderma spp. - Empresa Caxiense de Controle Bioldgico Ltda., Rio
Grande do Sul, Brasil) (BETTIOL et al., 2012).

O potencial de controle biologico de Trichoderma pode ser influenciado por um fator
interessante: a presenga de dsSRNA. Conforme observado em andlises in vitro, a fisiologia de
linhagens de Trichoderma hospedeiras de dsRNAs pode sofrer alteragdes que resultam em
aumento ou reducdo de sua capacidade de antagonismo (CHUN et al., 2018b; YOU et al,
2019). Apesar disso, um numero limitado de pesquisas relata a investigacdo de dsRNA em
fungos do género Trichoderma, o que mantém sua relacdo com os micovirus ainda obscura. Até
0 momento, tem-se conhecimento que fungos deste género sdo hospedeiros de micovirus
pertencentes as familias Partitiviridae, Totiviridae, Hypoviridae e foram relatados também
alguns micovirus sem classificacdo precisa (CHUN er al., 2018a; KHALIFA &
MACDIARMID, 2019; YOU et al., 2019; LIU et al., 2019a; LIU et al., 2019b).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento e condi¢oes de crescimento

Para a obtencdo dos isolados, sete amostras de solos de lavouras de feijdo ndo tratadas
com fungicida foram coletadas em uma profundidade de até 10 cm. Trés amostras de solo foram
coletadas no campo experimental de feijdao da Universidade Federal de Vicosa (UFV) no
municipio de Coimbra, MG (20° 49° 43.4” S, 42° 45° 47.6” W). As outras quatro amostras
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. José Eustiquio de Souza Carneiro (Departamento de
Fitotecnia, UFV) foram coletadas em quatro fazendas produtoras de feijao no municipio de
Presidente Bernardes, MG (fazenda Sao Vicente, 20° 45” 00.6” S, 43° 04’ 58.6” W, fazenda
Grota do Vinhatico, 20° 45° 03.9” S, 43° 04’ 49.3” W, fazenda Mato Dentro, 20° 45° 13.5” S,
43°05° 32.7” W e fazenda Sao Miguel, 20°45° 18.4” S, 43° 05 02.2” W). O método de diluigao
seriada foi utilizado para isolar as colonias (MELLO et al., 2011, adaptado): a 10 g de cada
amostra de solo foi acrescido 90 mL de 4gua destilada estéril em frasco do tipo Erlenmeyer
(250 mL), mantido sob agitacao (150 rpm, 25 °C) por 1h até a completa dissolu¢do de agregados
do solo. Em seguida, a mistura foi diluida (1:1.000) e aliquotas de 100 uL da dilui¢do 10 foram
inoculadas em meio seletivo para Trichoderma (TSM) (ELAD et al., 1981) e incubadas a 25
°C por 5 dias em incubadora BOD com fotoperiodo (12 h luz; 12 h escuro) (Fanem, S@o Paulo,
Brasil). O crescimento das coldnias foi acompanhado diariamente e as colonias formadas foram
transferidas para novas placas contendo BDA (Neogen Corporation, Michigan, Estados Unidos
da América) e incubadas a 25 °C por 3 a 5 dias em incubadora BOD com fotoperiodo (12 h luz;
12 h escuro). Apds esse periodo, discos de micélio (5 mm de didmetro) foram transferidos para
placas contendo dgar farinha de milho (CMA) (Neogen Corporation, Michigan, Estados Unidos
da América) e incubadas a 25 °C por 3 a 5 dias em incubadora BOD com fotoperiodo (12 h luz;
12 h escuro) para estimular a esporulacdo. Para a purificacdo monospdrica, suspensdes de
conidios de cada um dos isolados foram diluidas (1:100.000) e aliquotas foram inoculadas em
meio 4gar-dgua e incubadas a 25 °C por aproximadamente 16 h. Com auxilio de um
microscopio estereoscopico e agulha entomoldgica, um tnico esporo de cada placa foi
transferido para uma nova placa contendo BDA e as placas foram incubadas como supracitado
(FERNANDEZ, 1993). Apos trés dias de crescimento, discos de micélio das coldnias foram

transferidos para frascos com dgua destilada estéril (CASTELLANI, 1939) e depositados na
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colecdo do Laboratério de Genética Molecular de Fungos (LGMF) do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agricultura (BIOAGRO, UFV).

2.2. Extracao de acidos nucleicos

Os 4cidos nucléicos totais foram extraidos utilizando a metodologia proposta por
SPECHT e colaboradores (1982), com modifica¢do (desproteinizacdo com fenol:cloroférmio
ao invés de cloroférmio:dlcool isoamilico). Suspensdes de conidios de cada um dos isolados
foram inoculadas sobre uma camada de papel celofane depositada na superficie de placas
contendo BDA (CASSAGQO et al., 2002) e incubadas a 25 °C por 48 horas. O micélio tenro foi
entdo cuidadosamente raspado das placas, macerado em almofariz e pistilo com nitrogénio
liquido até a obtencdo de um po fino e transferido para microtubos (2 mL). Em seguida, 400
puL de tampao de extracdo (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 20 mM EDTA pH 7,5, 150 mM NacCl e
SDS 2% [peso/volume]) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) acrescido de Proteinase K (100
png/mL) (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos da América) foram
adicionados. A mistura foi colocada em banho-maria a 70 °C por 15 min e homogeneizada
gentilmente. Foram adicionados 350 uLL de acetato de potéssio (5 M) (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) e os tubos foram deixados em repouso no gelo por 30 min e centrifugados em
seguida (11.200 g por 10 min). Apds a centrifugagdo, o sobrenadante contendo os acidos
nucléicos foi cuidadosamente transferido para um novo microtubo. Em cabine de exaustao, foi
adicionado ao sobrenadante o volume de 500 uL da mistura fenol-cloroférmio (1:1) (Sigma-
Aldrich, Missouri, Estados Unidos da América), os tubos foram invertidos gentilmente e
colocados em repouso no gelo por 5 min; logo em seguida, foram centrifugados a 16.128 g por
10 min. A fase aquosa superior foi cuidadosamente pipetada e transferida para um novo
microtubo. As etapas supracitadas foram repetidas, adicionando-se ao invés da mistura fenol-
cloroférmio apenas o cloroférmio. Uma vez recuperada a fase aquosa em um novo microtubo,
foi adicionado igual volume de isopropanol (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos da
América) e a mistura foi acondicionada em freezer por aproximadamente 2 h. Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 16.128 g por 10 min. Os sobrenadantes foram descartados, os
pellets foram lavados em etanol 70% (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos da América)
e novamente centrifugados nas mesmas condic¢des. Os tubos foram colocados sobre uma folha

limpa de papel absorvente em posi¢cdo invertida, em temperatura ambiente, até a evaporacdo
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dos resquicios de etanol. Os pellets foram reidratados em tampao TE (10 mM Tris-HCl e 1 mM

EDTA pH 8,0) e armazenados em freezer (-20 °C).

Os éacidos nucléicos totais obtidos no processo de extracdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8% (Promega Corporation, Wisconsin, Estados Unidos da
América) em TBE 1x (0,1 M Tris-base, 90 mM dacido bérico e 10 mM EDTA pH 8,0) a5 V/cm
(30 cm) utilizando o corante fluorescente GelRed™ (Biotium, California, Estados Unidos da
América) e examinados em fotodocumentador com transiluminador ultravioleta (Loccus
Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil). As linhagens que apresentaram bandas extras, além daquela

correspondente a0 DNA gendmico foram selecionadas para os experimentos seguintes.

Um segundo método de extragdo de dcidos nucléicos foi adotado visando ao aumento
da obtencdo de RNA. Foi utilizada a metodologia proposta por ROTT e JELKMANN (2001),
com modificac@o (sem a adi¢do de 2-mercaptoetanol). O micélio tenro foi obtido e macerado
como descrito acima e transferido para microtubos (2 mL). Em seguida, 1 mL de tampao de
extracdo (4 M hidrocloreto de guanidina, 0,2 M NaOAc pH 5,2, 25 mM EDTA pH 8,0, 1 M
KOAc e PVP-40 2,5% [peso/volume]) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) foi adicionado a
100 mg de micélio macerado e homogeneizado. Uma aliquota de 500 uL da mistura foi
transferida para um novo microtubo (2 mL) e foram adicionados 100 pL. de SDS 10%. Apés 10
min em banho-maria a 70 °C (agita¢do intermitente), os tubos foram deixados em repouso no
gelo por 5 min e depois centrifugados a 18.928 g por 10 min. Apds a centrifugacdo, 300 uL do
sobrenadante contendo os 4cidos nucléicos foram cuidadosamente transferidos para um novo
microtubo. Foi adicionado ao sobrenadante o volume de 150 puL de etanol absoluto, 300 uL de
1odeto de sodio (6 M) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e 25 pL de silica ressuspensa
(S5631) (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos da América). Os tubos foram incubados a
temperatura ambiente por 10 min (agitacdo intermitente) e depois centrifugados a 4.032 g por
1 min. O pellet foi ressuspenso em 500 uL. de tampao de lavagem (10 mM Tris-HCI pH 7.5,
0,5 mM EDTA pH 8,0, 50 mM NaCl e etanol 50%) e centrifugado a 4.032 g por 1 min. A
lavagem foi realizada novamente, nas mesmas condi¢des, e o pellet foi seco a temperatura
ambiente por 1 h antes de ser ressuspendido em 80 uL de 4gua ultrapura DEPC
(dietilpirocarbonato) (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos da América). Os tubos foram
incubados em banho maria a 70 °C por 4 min e centrifugados a 18.928 g por 10 min. O

sobrenadante (50 puL) foi recuperado em um novo microtubo e armazenado em freezer (-20°C).
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2.3. Caracterizaciao dos dsRNAs

Para confirmar a presenca de dsRNA, digestdes enzimdticas foram feitas da seguinte
maneira: 1 U da DNase RQ1 (Promega Corporation, Wisconsin, Estados Unidos da América)
foi adicionada para cada pug de acidos nucléicos totais acrescido de 40 mM Tris-HCI pH 8,0,
10 mM MgS0O4 e 1 mM CaCl; e a reacdo foi incubada a 37 °C por 30 min (VILCHES &
CASTILLO, 1997; SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989); 1 U da Nuclease Sl
(Promega Corporation, Wisconsin, Estados Unidos da América) foi adicionada para cada ug de
acidos nucléicos totais acrescido de 50 mM Acetato de sédio pH 4,5, 280 mM NaCl e 1 mM
ZnSO4 e a reacdo foi incubada a 37 °C por 15 min (VILCHES & CASTILLO, 1997;
SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989); e por fim, 2 ug da RNase A (Sigma-Aldrich,
Missouri, Estados Unidos da América) foram adicionadas para cada ug de acidos nucléicos
totais e a reacdo foi incubada a 37 °C por 30 min (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS,
1989). Os produtos da digestdao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE
Ix a 3 V/em (30 cm) utilizando o corante fluorescente GelRed™ e examinados em

fotodocumentador com transiluminador ultravioleta.

2.4. PCR e sequenciamento

Para realizar a identificacdo molecular dos isolados, foram amplificadas as regides
génicas correspondentes a trés marcadores filogenéticos: os espagadores transcritos internos do
rDNA (ITS1 e ITS2), uma sequéncia parcial do gene que codifica o fator de elongagdo 1-alfa
da traducdo (fefl-a) e uma sequéncia parcial do gene que codifica a subunidade alfa da actina
(act) (tabela 1). As linhagens que apresentaram diferentes perfis de bandas extras além daquela
correspondente a0 DNA gendmico foram selecionadas para os experimentos seguintes €
tiveram as trés regides amplificadas por PCR. As demais linhagens tiveram a regido ITS
amplificada. Para a amplificagdo foi utilizado um termociclador C1000™ (Bio-Rad
Laboratories, Califérnia, Estados Unidos da América). O volume final foi ajustado para 25 pL,
contendo 5 pL do tampdo Colorless GoTaq® Flexi Buffer [5x] (Promega Corporation,
Wisconsin, Estados Unidos da América), 2,5 pL. de MgCl> [25 mM] (Promega Corporation,
Wisconsin, Estados Unidos da América), 1,0 uL de dNTPs [2,5 mM cada dNTP], 1,0 uL de
cada primer [5 uM]; 0,25 pL de GoTag® DNA Polymerase [5 U/uL] (Promega Corporation,
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Wisconsin, Estados Unidos da América), 4 pL de DNA genomico [25 ng/uL] e 10,25 uL de
agua ultrapura. Os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2%
em TBE 1x a 5 V/cm (30 cm) utilizando o corante fluorescente GelRed™ e examinados em
fotodocumentador com transiluminador ultravioleta. A purificacdo e o sequenciamento dos
produtos amplificados foram realizados pela Macrogen (Macrogen, Inc., Seoul, Coreia do Sul).
As sequéncias resultantes foram checadas e corrigidas manualmente e as sequéncias consenso
foram geradas usando o software Geneious Prime™ versao 2019.2 (Biomatters Ltd., Auckland,
Nova Zelandia) em Windows 10™ versdao 1909 (Microsoft Corporation, Washington, Estados
Unidos da América) e posteriormente comparadas com o banco de dados TrichOKEY versao

2.0, disponivel em http://www.isth.info/ (DRUZHININA et al., 2005).



Tabela 1. Regides gé€nicas usadas para identificagdo molecular dos isolados de Trichoderma spp. deste estudo.
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Regiao Primer (5’ -3’) Condicoes Produto Referéncia dos

génica primers

ITS ITS1F 95 °C: 3 min; (95 °C: 1 min, 55 °C: 1 SSU (parcial) + ITS1 + GARDES &
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA min, 72 °C: 1 min) x 36 ciclos; 72 °C: 5.8S + ITS2 + LSU BRUNS, 1993/
ITS4 10 min (parcial) = ~630 pb WHITE et al., 1990
TCCTCCGCTTATTGATATGC

tefl-a EF1-728F 95 °C: 3 min; (95 °C: 1 min, 61 °C: 1 Intron 4 (maior) + éxon+ CARBONE &
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG min, 72 °C: 1 min) x 36 ciclos; 72 °C: intron 5 (menor) = ~650 KOHN, 1999 /
TEFIR 10 min pb KULLNIG-
GCCATCCTTGGAGATACCAGC GRADINGER et al.,

2002
act TACT1 95 °C: 3 min; (95 °C: 1 min, 54 °C: 1 Exon (parcial) + intron = SAMUELS et al,

TGGCACCACACCTTCTACAATGA
TACT2

TCTCCTTCTGCATACGGTCGGA

min, 72 °C: 1 min) x 36 ciclos; 72 °C:

10 min

~750 pb

2006



2.5. Analise filogenética

Para estabelecer as relagdes filogenéticas dos isolados, as sequéncias consenso
anteriormente obtidas foram alinhadas utilizando o algoritmo Muscle® do software MEGA:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis versao 7.0.26 (TAMURA et al., 2013). O arquivo
“NEXUS” (.nex) intercalado foi formatado usando o software PAUP* versio 4.0bl0
(SWOFFORD, 2002). Analises filogenéticas individuais de cada um dos trés marcadores-bem
como uma andlise concatenada dessas trés sequéncias foram feitas por meio da Inferéncia
Bayesiana utilizando o software MrBayes versao 3.1 (HUELSENBECK & RONQUIST, 2001)
ap6s a determinacdo do modelo de substituicio de nucleotideos mais adequado para aquele
conjunto de dados por meio do software MrModeltest versao v2.3 (NYLANDER, 2004). O
modelo selecionado para as trés regides, de acordo com Akaike Information Criterion (AIC),
foi o GTR+I+G, com propor¢ado de sitios invaridveis de 67,68% para ITS, 61,73% para act e
28,36% para tefl-a. Duas corridas de quatro cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) foram
executadas por 10.000.000 de geracdes com amostragem a cada 1000 geracgdes, totalizando
10.000 arvores. Foi utilizado o programa Tracer versdo 1.7.0 (RAMBAUT et al., 2018) para
verificar a convergéncia dos parametros amostrados pelas analises. As primeiras 2.500 4rvores
foram eliminadas (burnin) e uma arvore consenso foi entdo gerada a partir das arvores
remanescentes. As arvores resultantes de cada andlise foram visualizadas no software FigTree
— Tree Figure Drawing Tool versao 1.4.4 (RAMBAUT, 2018), exportadas e editadas usando o
software Core] DRAW® versdo 18.1.0.661 (Corel Corporation, Ottawa, Canadd). Ramos com
valores de probabilidade a posteriori inferiores a 95% foram desconsiderados (baixa
confiabilidade) (RANNALA & YANG, 1996; LEACHE & REEDER, 2002). A anilise
filogenética concatenada foi feita a partir de uma matriz de 2027 caracteres (643 do marcador
ITS, 723 do marcador act e 661 do marcador tef]/-a) gerada utilizando o software Mesquite
versdo 3.61 (MADDISON & MADDISON, 2019) e executada no software MrBayes versao
3.1. As sequéncias obtidas no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) utilizadas

neste estudo estdo descritas no Apéndice A.
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2.6. Antagonismo in vitro

Os isolados selecionados foram submetidos a dois testes de antagonismo in vitro a trés
fungos fitopatogénicos da cultura do feijoeiro: C. lindemuthianum raca 89, agente causal da
antracnose do feijoeiro, F. oxysporum f. sp. phaseoli, agente causal da murcha de Fusarium e
S. sclerotiorum, agente causal do mofo branco. O ensaio de cultura pareada teve a finalidade de
verificar a capacidade de micotrofia e crescimento de Trichoderma sobre os fitopatogenos.
Primeiro, as colonias dos isolados de Trichoderma selecionados e também dos fitopatdgenos
foram crescidas em placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo 20 mL de meio BDA em suas
respectivas temperaturas 6timas: C. lindemuthianum raca 89, 22 °C por 10 dias; F. oxysporum
f. sp. phaseoli, 25 °C por 7 dias; S. sclerotiorum, 25 °C por 72 h; e Trichoderma, 25 °C por 48
h. Depois, discos de micélio (5 mm de didmetro) retirados da borda de cada uma das coldnias
foram depositados em placas de Petri contendo meio BDA (20 mL), de modo que cada placa
recebeu um disco de cada isolado de Trichoderma em um polo e um disco de cada patégeno no
polo oposto (DENNIS & WEBSTER, 1971), separados por uma distancia de aproximadamente
de 5 cm (os discos de C. lindemuthianum foram colocados nas placas 5 dias antes do
antagonista). As placas foram incubadas nas temperaturas Otimas para cada fitopatégeno e
foram avaliadas ap6s 10 dias (C. lindemuthianum raca 89); 7 dias (F. oxysporum f. sp.
phaseoli); e 72 h (S. sclerotiorum). Nas placas usadas como controle foram inoculados apenas
os fitopatdgenos. As placas foram fotografadas e a drea das coldnias dos fitopatdgenos foi
determinada utilizando o software ImageJ versdo 1.53a (RASBAND, 2015). O percentual de
inibicao foi calculado utilizando a férmula PI = [(C-T)/C]x100, onde C = a drea da colonia do
fitopatégeno na placa controle e T = a drea da coldnia do fitopatégeno na placa contendo
Trichoderma. Os resultados passaram por andlise de variancia (ANOVA) (MAYO et al., 2015)
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com de 5% de significincia. Os graficos
foram plotados usando o software GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, Califérnia). O experimento foi conduzido duas vezes em delineamento inteiramente

casualizado e com triplicatas para cada tratamento.

O ensaio de atividade antifiingica teve por objetivo verificar a capacidade dos isolados
de Trichoderma spp. de produzir metabdlitos com atividade de inibi¢cao dos fitopatdgenos.
Discos de micélio (5 mm de didmetro) foram removidos da borda das colonias de cada um dos
i1solados de Trichoderma ap6s crescimento em meio BDA a 25 °C por 7 dias. Estes discos foram

depositados no centro de placas de Petri sobre uma membrana de celofane posicionada sobre o
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meio de cultura (BDA, 20 mL). As placas foram incubadas a 25 °C por 48 h e entdo a membrana
de celofane foi cuidadosamente removida, levando consigo o micélio em crescimento. Em
seguida, discos de micélio (5 mm de didmetro) de cada um dos fitopatégenos (crescidos nas
condi¢des descritas anteriormente) foram depositados nas mesmas placas (LIMON et al.,
1999), que posteriormente foram incubadas nas temperaturas 6timas para cada fitopatégeno e
avaliadas ap6s 10 dias (C. lindemuthianum raca 89); 7 dias (F. oxysporum f. sp. phaseoli); e 72
h (S. sclerotiorum). Nas placas controle ndo foi inoculado previamente o Trichoderma. O
percentual de inibicdo foi calculado utilizando a férmula PI = [(C-T)/C]x100, onde C = o
diametro da colonia do fitopatégeno na placa controle e T = o didmetro da colonia do
fitopatégeno na placa contendo os metabodlitos, ambos mensurados com auxilio de um
paquimetro digital. Os resultados passaram por andlise de variancia (ANOVA) (MAYO et al.,
2015) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5% de significancia). Os graficos
foram plotados usando o software GraphPad Prism. O experimento foi conduzido duas vezes

em delineamento inteiramente casualizado e com triplicatas para cada tratamento.

2.7. Promocao de crescimento

Para avaliar a eficdcia da promocgdo de crescimento vegetal em P. vulgaris, os isolados
de Trichoderma selecionados foram submetidos a um ensaio in vivo, em casa de vegetacao.
Para produzir o in6culo, discos de micélio (5 mm de didmetro) foram removidos da borda das
coldnias de cada um dos isolados de Trichoderma spp. apOs crescimento em meio BDA a 25
°C por 7 dias. Estes discos foram depositados em sacos de polietileno de alta densidade
previamente esterilizados em autoclave contendo 50 g de arroz parboilizado umedecido
(CARVALHO et al., 2011). Os sacos foram incubados a 28 °C por 5 dias em incubadora BOD
com fotoperiodo (12 h luz; 12 h escuro) e revolvidos manualmente todos os dias para
fragmentar o micélio e aumentar a sua superficie de contato. Os conidios foram lavados do
substrato com uma solu¢do de Tween® 80 (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos da
América) 0,1% estéril, filtrados em gaze estéril, contados em camara de Neubauer e a
concentracdo das suspensdes foi ajustada para 2 x 107 esporos/mL. As suspensdes foram

utilizadas logo ap6s a preparacao.

A inoculacdo foi feita de acordo com MAYO e colaboradores (2015). As sementes de
P. vulgaris cultivar pérola (grupo comercial carioca) foram desinfestadas com etanol 70% por
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1 min, hipoclorito de sédio 0,5% por 5 min, enxaguadas por 3 vezes em dgua destilada estéril
e o excesso de dgua foi removido. As sementes foram imersas nas suspensoes de esporos de
cada isolado ou em 4gua destilada estéril (tratamento controle) e secas durante 12 horas em
cabine de fluxo laminar. As sementes foram plantadas em vasos plésticos (500 mL) contendo
o substrato comercial Tropstrato® (Vida Verde Tecnologia em Substratos, Sdo Paulo, Brasil)
sem a adicdo de fertilizantes quimicos. Os feijoeiros foram coletados no estagio v3 (primeira
folha composta aberta), lavados em dgua corrente e armazenados em estufa de secagem a 60
°C por 5 dias (Fanem, Sao Paulo, Brasil). A massa seca total e a do sistema radicular foram
mensuradas, os resultados passaram por andlise de variancia (ANOVA) (MAYO et al., 2015)
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5% de significincia). Os grificos foram
plotados usando o software GraphPad Prism. O experimento foi conduzido duas vezes em

delineamento inteiramente casualizado e com 10 plantas para cada tratamento.
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3. RESULTADOS

3.1. Isolamento dos fungos

Foram obtidos 59 isolados de Trichoderma das sete amostras de solo utilizadas, sendo
16 deles (27,11%) provenientes dos solos coletados em Coimbra — MG e 43 originarios dos
solos coletados em Presidente Bernardes — MG (5 [8,47%] da fazenda Sao Vicente, 22 [37,28%]
da fazenda Grota do Vinhatico, 10 [16,94%] da fazenda Mato Dentro e 6 (10,16%) da fazenda

Sao Miguel). Os isolados foram agrupados conforme morfologia da coldnia e um representante

de cada grupo foi aleatoriamente escolhido e fotografado (figura 1).

Figura 1. Morfologia das colonias dos isolados de Trichoderma spp. deste estudo crescidos em

meio BDA. F2v — F14 = Coimbra, MG; F17 = fazenda Sao Vicente/Presidente Bernardes, MG;
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F22 — F42v = fazenda Grota do Vinhatico/Presidente Bernardes, MG; F50v = fazenda Mato
Dentro/Presidente Bernardes, MG; e F59v = fazenda Sao Miguel/Presidente Bernardes/MG.

3.2. Caracterizacao dos acidos nucleicos

Para a identificacdo de isolados que apresentam micovirus, foi realizada a extragdo de
acidos nucléicos totais de todos os isolados. Apds a extracio e avaliagdo da integridade dos
acidos nucleicos, foi observado que os isolados F2v, Fllv, F30v, F42v, F50v e F59v
apresentam bandas adicionais em relacdo a banda que representa o DNA cromossdmico,
sugerindo a presenca de micovirus. Foram encontradas bandas de tamanhos diferentes entre
estes isolados, variando de aproximadamente 0,8 Kb a 3,2 Kb. O isolado F2v apresentou um
perfil com 4 fragmentos de aproximadamente 2,5, 2,9, 3,2 e 3,9 kb. O isolado F42v apresentou
um perfil com 7 fragmentos de aproximadamente 0,8, 0,9, 1,0, 1,3, 1,8, 1,9, e 2,1 kb. Os isolados
F50v e F59v compartilham um perfil semelhante, ambos com 3 fragmentos de
aproximadamente 1,6, 1,8 e 2,0 kb. Os isolados F11v e F30v apresentaram 2 fragmentos cada
um, com aproximadamente 1,2 e 1,6 Kb, entretanto, sua natureza nao pdde ser determinada
neste estudo (os acidos nucleicos degradaram durante as manipula¢des em laboratério e apds
vérias tentativas de extracdo usando protocolos diferentes, ndo foi possivel concluir a anélise
destes isolados). Foram realizados tratamento dos &4cidos nucleicos com nucleases para

determinar a natureza das bandas adicionais observadas. Contudo, o dSRNA foi confirmado

apenas nas linhagens F2v, F42v, FS0v e F59v (figura 2).
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Figura 2. Perfil de 4cidos nucleicos de Trichoderma spp. ap6s digestdo com nucleases. Linhas:
1) acidos nucleicos sem digestdo enzimatica (contém DNA e RNA); 2) 4cidos nucleicos
tratados com DNase RQI (contém RNA); 3) 4cidos nucleicos tratados com Nuclease S1
(contém dsRNA); 4) acidos nucléicos tratados com RNase A (contém DNA); M) marcador
O’GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos da
América). Observe que nestes perfis ocorreu uma migragdo conjunta de fragmentos, ocultando

a visualizac@o de pelo menos uma banda em cada um.

3.3. Analise filogenética

A posigao filogenética geral dos Trichoderma isolados neste estudo foi obtida com base
nas sequéncias da regido ITS de 39 linhagens (linhagens cujas sequéncias apresentaram
qualidade insuficiente para montagem dos contigs foram desconsideradas nas andlises) e 102
sequéncias disponiveis no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) (Apéndice A). De
acordo com esta analise, os isolados foram agrupados nos clados Brevicompactum (6 isolados),
Harzianum (15 isolados) e Viride (18 isolados), suportados por valores de probabilidade a
posteriori iguais a 1 (figura 3). Devido a baixa resolucao filogenética provida pelo marcador
ITS, poucos ramos da drvore apresentaram valores de probabilidade a posteriori maiores ou
iguais a 0,95, o que dificulta a identificacdo das espécies. Todavia, utilizando as sequéncias da
regido ITS e dos genes act e tef1-a, a anélise filogenética permitiu identificar ao nivel de espécie
os isolados F2v (Trichoderma asperelloides), F30v e FA2v (Trichoderma koningiopsis) € FSOv
e FS9v (Trichoderma arundinaceum), todas com probabilidade a posterioriigual a 1. O isolado
Fllv foi posicionado junto a Trichoderma lixii, porém, com um valor de probabilidade a
posteriori inferior a 0,95. Estas espécies foram agrupadas nos clados Brevicompactum (F50v e
F59v), Harzianum (F11v) e Viride (F2v, F30v e F42v), todos suportados por valores de

probabilidade a posteriori iguais a 1 (figura 4).
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Figura 3. Arvore filogenética do marcador ITS gerada por Inferéncia Bayesiana. Os isolados
portadores de dsRNA obtidos neste estudo estdo destacados e os clados aos quais pertencem
estdo sombreados em tons de vermelho (clado Harzianum), verde (clado Viride) e azul (clado

Brevicompactum). Numerais proximos aos ramos indicam a probabilidade a posteriori.
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Figura 4. Arvore filogenética concatenada dos marcadores act, tefl-a e ITS, gerada por
Inferéncia Bayesiana. Os isolados obtidos neste estudo estdo destacados e os clados aos quais
pertencem estdo sombreados em tons de vermelho (clado Harzianum), verde (clado Viride) e
azul (clado Brevicompactum). Numerais proximos aos ramos indicam a probabilidade a

posteriori.

3.4. Antagonismo in vitro

Os seis isolados foram submetidos ao ensaio de cultura pareada e apresentaram
resultados diferentes nos ensaios de inibi¢cdo com cada um dos fitopatégenos (tabela 2) e nos
ensaios de habilidade de micotrofia. Em relagdo ao C. lindemuthianum raca 89, ndo houve
diferenca estatistica entre os isolados de Trichoderma (figura 5a) e todos foram capazes de
crescer sobre o fitopatogeno (figura 6). Em relacdo ao F. oxysporum f. sp. phaseoli, os isolados
F2v, Fllv, F30v e F42v mostraram os melhores resultados, enquanto que F50v e F59v foram
inferiores (figura 5b). Somente os isolados F30v e F42v foram capazes de crescer sobre o
fitopatégeno (figura 7). Quando avaliados contra S. sclerotiorum, os isolados de Trichoderma
ndo mostraram diferencas significativas entre si, exceto FS9v (figura 5¢). Nenhum isolado
cresceu completamente sobre este fitopatdgeno, embora coberturas superiores a 40% tenham

sido observadas para os isolados F30v e F42v (figura 8).

Tabela 2. Média do percentual de inibicdo dos fitopatdgenos em testes de antagonismo in vitro

de Trichoderma spp.

Tratamento Média do percentual de Meédia do percentual de inibicao /

inibicao / cultura pareada * producao de metabdélitos *

ClL.89 Fop Ss ClL.89 Fop Ss
T2 74,79 89,98 54,51 19,91 6,09 2,97
T11 69,01 87,36 61,32 7,29 2,77 5,07
T30 80,76 93,72 69,42 34,85 14,82 54,36
T42 75,91 92,31 72,36 35,56 20,13 73,67
T50 73,26 78,8 55,06 90,79 59,54 100
T59 74,68 81,72 43,82 85,59 57,38 100
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* em relag@o ao controle de cada teste | C1.89 = C. lindemuthianum raga 89; Fop = F. oxysporum

f. sp. phaseoli; Ss = S. sclerotiorum.

Em relagdo ao ensaio de producdo de metabdlitos, também foi observada
heterogeneidade nos resultados. No ensaio com C. lindemuthianum raga 89, os isolados F50v e
F59v demonstraram os melhores resultados, seguidos por F30v, F42v, F2v e Fl11v. Em todos
os tratamentos o crescimento do fitopatégeno foi inferior ao controle (figura 9a e figura 10).
No ensaio com F. oxysporum {. sp. phaseoli, F50v e FS9v apresentaram os melhores resultados
(equivalentes), seguidos por F30v e F42v. Todavia, as taxas de crescimento do fitopatégeno
nos tratamentos correspondentes aos isolados F2v e F11v nao diferiram do controle (figura 9b
e figura 11). O mesmo padrdao se manteve no ensaio com S. sclerotiorum, onde FSOv e F59v
mostraram os maiores niveis de inibicdo seguidos por F30v e F42v. O crescimento de S.
sclerotiorum nos tratamentos com os isolados F2v e F11v foi semelhante ao controle (figura 9¢

e figura 12).
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Figura 5. Inibi¢ao de trés fitopatégenos por isolados de Trichoderma spp. Foi avaliado o didmetro das coldnias dos fitopatégenos em experimentos
de cultura dupla. (a) Colletotrichum lindemuthianum raga 89 (teste em meio BDA, incubado a 22 °C e avaliado apds 10 dias); (b) Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli (teste em meio BDA, incubado a 25 °C e avaliado apds 7 dias); (c) Sclerotinia sclerotiorum (teste em meio BDA,
incubado a 25 °C e avaliado apds 3 dias). C = tratamento controle; T2 = tratamento F2v; T11 = tratamento F11v; T30 = tratamento F30v; T42 =
tratamento F42v; T50 = tratamento F50v e T59 = tratamento F59v. Letras iguais nas colunas indicam que as médias e erro padrdo ndo diferem pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 6. Teste de cultura pareada entre Trichoderma spp. € C. lindemuthianum. Todos os
isolados demonstraram habilidade de micotrofia e cresceram sobre a colonia do fitopatégeno.

O controle ¢ indicado por “C”.
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Figura 7. Teste de cultura pareada entre Trichoderma e F. oxysporum f. sp. phaseoli. Somente

os isolados F30v e F42v cresceram sobre a coldnia do fitopatégeno. O controle € indicado por

GCC”
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Figura 8. Teste de cultura pareada entre Trichoderma e S. scerotiorum. Nenhum isolado cresceu
totalmente sobre a colonia do fitopatégeno, embora seja possivel notar varias partes cobertas

pelo Trichoderma. O controle ¢ indicado por “C”.
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Figura 9. Inibicdo de fitopatdgenos por metabolitos de Trichoderma spp. (a) Colletotrichum lindemuthianum raga 89 (teste em meio BDA, incubado

a 22 °C e avaliado apés 10 dias); (b) Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (teste em meio BDA, incubado a 25 °C e avaliado apds 7 dias); (c)

Sclerotinia sclerotiorum (teste em meio BDA, incubado a 25 °C e avaliado apés 3 dias). C = tratamento controle; T2 = tratamento F2v; T11 =

tratamento F11v; T30 = tratamento F30v; T42 = tratamento F42v; T50 = tratamento F50v e T59 = tratamento F59v. Letras iguais nas colunas

indicam que as médias e erro padrdo nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 10. Inibicao de C. lindemuthianum por metabdlitos secretados por Trichoderma spp.
Todos os isolados foram eficientes na inibi¢do do crescimento do fitopatégeno, com destaque

para F50v e F59v. O controle ¢ indicado por “C”.
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F. oxysporum f. sp. phaseoli (C)

Figura 11. Inibicao de F. oxysporum f. sp. phaseoli por metabolitos secretados por Trichoderma
spp. Os tratamentos com os isolados F2v e F11v nao diferiram do controle. Os isolados F50v e

F59v foram os mais eficientes. O controle ¢ indicado por “C”.
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Figura 12. Inibicdo de Sclerotinia sclerotiorum por metabolitos secretados por Trichoderma
spp. Os tratamentos com os isolados F2v e F11v nao diferiram do controle. Os isolados F50v

e F59v foram os mais eficazes, seguidos por F30v e F42v. O controle € indicado por “C”.

3.5. Promocao de crescimento

Os isolados selecionados foram analisados quanto a capacidade de promog¢do de
crescimento de plantas de feijoeiro. A andlise da massa seca total dos feijoeiros tratados revelou
que o maior ganho de massa foi obtido nas plantas dos tratamentos com os isolados F42v e
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F50v (figuras 14a e 14b), que ndo diferiram estatisticamente entre si. A andlise das plantas dos
demais tratamentos (F2v, Fllv, F30v e F59v) ndo apontou diferencgas significativas em
comparagdo com as plantas do tratamento controle (figura 13a). Em relagdo ao sistema
radicular, as plantas do tratamento com o isolado F42v apresentaram diferencas significativas
em relacdo ao controle. Os demais tratamentos ndo tiveram diferencas relevantes (figura 13b e

figura 14c).
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Figura 13. Promocao de crescimento do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) por Trichoderma
spp. (a) massa seca total das plantas. Os tratamentos T42 e TS50 diferiram estatisticamente do
controle. (b) massa seca do sistema radicular das plantas. O tratamento T4?2 foi estatisticamente
diferente do controle. Os demais tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas. C =
tratamento controle; T2 = tratamento F2v; T11 = tratamento F11v; T30 = tratamento F30v; T42
= tratamento F42v; T50 = tratamento F50v e T59 = tratamento F59v. Letras iguais nas colunas

indicam que as médias e erro padrdo ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

44



Figura 14. Promocdo de crescimento do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) por Trichoderma spp. (A) feijoeiro sem tratamento, controle
(esquerda), e feijoeiro tratado com F42v (direita). (B) feijoeiro sem tratamento, controle (esquerda), e feijoeiro tratado com F50v (direita). Os
tratamentos com F42v e F50v foram significativos para o parimetro massa seca total. (C) sistemas radiculares de um feijoeiro sem tratamento,
controle (esquerda) e de um feijoeiro do tratamento com F42v (direita). O tratamento com F42v foi significativo para o parametro massa seca do

sistema radicular.
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4. DISCUSSAO

Este estudo descreve a presenga de dSRNA em isolados de Trichoderma spp. obtidos de
amostras de solos de plantagdes de feijoeiro, no estado de Minas Gerais, bem como a
capacidade de alguns isolados de promoverem o crescimento do feijoeiro e de inibicao de 3
fitopatégenos que acometem esta cultura. Com base na andlise filogenética da sequéncia de
nucleotideos dos marcadores act, tef1-o e ITS, estes isolados foram posicionados em trés clados

diferentes.

4.1. Identificacao molecular e analise filogenética

Os 59 isolados de Trichoderma spp. tiveram a regido ITS sequenciada. Embora tenham
sido realizadas andlises com outros marcadores apenas para os portadores de dsRNA (T.
arundinaceum, T. asperelloides e T. koningiopsis) a andlise da regido ITS fornece um vislumbre
da diversidade deste género nos solos amostrados. Trichoderma koningiopsis, a espécie mais
abundante dentre os solos amostrados, foi isolada pela primeira vez a partir de um galho
(hospedeiro nao informado) em Cuba e pode assumir um estilo de vida endofitico, comumente
em cacaueiros e outras espécies do género Theobroma ou pode sobreviver como saproéfita na
serrapilheira ou no solo. E uma espécie meséfila e pode ser encontrada nas zonas tropicais e
temperadas (SAMUELS et al.,, 2006). O segundo grupo mais numeroso abrange isolados
relacionados a T. harzianum. Esta espécie foi inicialmente isolada de uma amostra de solo no
Reino Unido. E muito abundante no solo e detritos vegetais e pode também ser encontrada
como endofitica. Assim como 7. koningiopsis, T. harzianum é mes6filo, mas estd bem
distribuido ao longo dos continentes nas zonas tropicais e temperadas, exceto em dreas polares
(RIFAL, 1969 apud CHAVERRI et al., 2015). A terceira espécie mais abundante, T.
arundinaceum teve sua linhagem tipo isolada de uma amostra de solo iraniano. Esta espécie foi
descrita como cosmopolita, habitando as zonas tropicais e temperadas; ndo foram relatados
isolados endofiticos (DEGENKOLB et al., 2008). Por fim, T. asperelloides, primariamente
isolado em solo vietnamita. E uma espécie sapréfita de ampla distribui¢io mundial sobretudo
em regides tropicais, ocorre predominantemente no solo, embora seja capaz de colonizar tecidos

vivos em arroz (endofitico oportunista) (SAMUELS et al., 2010; LEON et al., 2018). Isolados
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pertencentes as espécies 1. asperellum, T. erinaceum, T. harzianum, T. koningiopsis e T.
tomentosum foram anteriormente obtidos a partir de amostras de solo de plantacdes de feijao
comum em ambiente de Cerrado coletados na mesma profundidade que este estudo em Goids,
Brasil (LOPES et al., 2012). Além destes, isolados relacionados as mesmas espécies e a 7.
brevicompactum, T. longibrachiatum e T. spirale (com base no marcador ITS) foram obtidos
de amostras do solo e do rizoplano de outras culturas importantes (milho, berinjela, quiabo,
tomate, abobora, mandioca e repolho) no Distrito Federal, Brasil (MARQUES et al., 2016).
Recentemente, outros 54 isolados identificados como T. afroharzianum, T. asperelloides, T.
asperellum, T. erinaceum, T. hamatum, T. koningiopsis, T. lentiforme, T. longibrachiatum, além
de duas espécies novas, T. azevedoi e T. peberdyi foram obtidos a partir de amostras de solo de
culturas de alho e cebola originadas de 8 pontos de coleta nos estados de Minas Gerais, Sao
Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Brasil (INGLIS et al., 2020). Um padrao de
distribuicdo semelhante dessas espécies pode ser observado fora dos solos cultivdveis
brasileiros. Na China, um grande levantamento de diversidade de Trichoderma identificou 50
espécies diferentes em mais de 5500 amostras de solo de ecossistemas florestais, de agricultura,
de pastagem e de dreas Umidas/alagdveis em 28 provincias. A amostragem reconheceu a
predominancia das espécies T. harzianum, T. asperellum, T. atroviride, T. virens, T. hamatum,
T. longibrachiatum, T. koningiopsis e T. brevicompactum, respectivamente, nos ambientes

analisados (DOU et al., 2019).

Apesar da ampla distribuicdo de Trichoderma em uma grande variedade de solos
agricultdveis, existem diferencas no padrdo de distribui¢dao de forma que nem todas as espécies
sdo encontradas em todos os lugares. De modo geral, a comunidade de Trichoderma € estavel
e parece ser pouco afetada pela influéncia de fatores edaficos (OKOTH er al., 2009;
MUNIAPPAN & MUTHUKUMAR, 2014). Contudo, deve-se ressaltar que as condicdes do
ambiente interferem diretamente na abundancia de Trichoderma, dado que espécies diferentes
se comportam de maneiras distintas em relacdo as condi¢des do solo, como capacidade de
campo, textura, pH e disponibilidade de macro e micronutrientes (OKOTH et al., 2009;
MUNIAPPAN & MUTHUKUMAR, 2014). Aparentemente, a diversidade de Trichoderma nos
solos ndo responde a um fator principal unico, mas sim, a um conjunto deles. Conforme
apontado em estudos realizados em diferentes locais do planeta, existe uma microbiota comum,
ou core, que € constituida por algumas espécies dominantes como 7. asperelloides, T.
asperellum, T. atroviride, T. citrinoviride, T. gamsii, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii, T.

koningiopsis, T. longibrachiatum, T. spirale, T. virens e T. viride (DANIELSON & DAVEY,
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1973; KULLING et al., 2000; WUCZKOWSKY et al., 2003; ZHANG et al., 2005; SMITH et
al., 2013; DU PLESSIS et al., 2018). Estas espécies sao dotadas de alta capacidade competitiva
(ampla diversidade metabdlica, rapido crescimento e alta producdo de esporos) que lhes confere
grande vantagem na colonizacdo de ambientes diversificados (WOO et al., 2006). Assim, a
diferenca na composi¢cdo de espécies de Trichoderma além das espécies do core pode estar
correlacionada principalmente a influéncia da vegetacao (espécie, estigio de desenvolvimento)
e a propria localizacdo geografica (BERG & SMALLA, 2009; GREEN & BOHANNAN,
2006). Duas observagdes a respeito dos padroes de distribui¢do deste género podem fornecer
suporte a essa hipdtese. A primeira € uma comparacdo dos dados de diversidade de espécies de
Trichoderma em solos da rizosfera e rizoplano das espécies endémicas Rhododendron
ferrugineum e Rhododendron hirsutum (Austria), Aeonium cuneatum e Aeonium urbicum
(Tenerife, Ilhas Candrias), Diospyros gracilipes e Diospyros gracilipes (Madagascar) e Hebe
salicifolia e Hebe strictissima (Nova Zelandia) com os isolados provenientes de solos de plantio
de milho (Zea mays) (espécie cultivada globalmente) dos mesmos locais de coleta, onde é
possivel denotar uma diferenca clara entre o conjunto de espécies associado a cada planta, o
qual contém espécies comuns entre hospedeiros diferentes (core) e espécies nao compartilhadas
(ZACHOW et al., 2016). Este fendmeno pode ser uma consequéncia da prépria relacdo entre
hospedeiro e fungo. J4 se sabe hd muito tempo que as plantas sdo capazes de estabelecer
interagdes com a microbiota presente no solo através de seu sistema radicular. Os mecanismos
moleculares que controlam o processo de reconhecimento e de associa¢ao entre Trichoderma e
seus hospedeiros promovem uma conexao, no minimo, complexa. A espécie 7. virens, por
exemplo, € capaz de se associar as raizes do milho em carater benéfico. A linhagem Gv29-8 de
T. virens possui um gene responsavel por codificar uma invertase (B-frutofuranosidase) que lhe
permite utilizar como fonte de carbono a sacarose, um dissacarideo importante fornecido pelo
hospedeiro presente também em seus exsudatos radiculares (VARGAS et al, 2009).
Curiosamente, em solos amostrados em dois pontos na floresta do Parque Nacional do Rio
Dandbio, na Austria, a maior diversidade de Trichoderma foi observada em horizontes com
baixa densidade de raizes e/ou baixo teor de carbono, o que sugere que espécies que compdem
nichos ecoldgicos independentes da rizosfera como 7. asperellum podem obter o carbono
necessario para seu desenvolvimento através de fontes alternativas, como a serrapilheira
(FRIEDL & DRUZHININA, 2012). A segunda observacdo decorre de variagdes da ocorréncia
de Trichoderma dentro de dreas continentais extensas. Na China, por exemplo, uma

amostragem de solos cultivaveis e substratos orginicos em quatro provincias diferentes (Hebei
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ao Norte, Zhejiang a Sudeste, Tibet a Oeste e Yunnan a Sudoeste) revelou dissimilaridade na
distribuicdo deste fungo, onde as espécies T. atroviride, T. citrinoviride, T. velutinum € uma
espécie ndo identificada foram predominantes nas amostras da regido Norte e as espécies 7.
cerinum, T. koningii, T. sinensis, T. virens, T. viride e uma segunda espécie ndo identificada
foram predominantes nas amostras da regido Sul. Além disso, um gradiente Norte-Sul foi
evidenciado para 7. harzianum (ZHANG et al., 2005). Estes “arranjos” espaciais das espécies
podem estar relacionados a condi¢des climdticas como temperatura e umidade médias
favordveis e/ou simplesmente pela prépria distribui¢do fisica em resposta aos eventos de

dispersdo (DANIELSON & DAVEY, 1973; GREEN & BOHANNAN, 2006).

As linhagens obtidas neste estudo foram agrupadas nos clados Brevicompactum,
Harzianum e Viride. Essa classificacdo, ainda que de modo grosseiro, pode ser facilmente
obtida por meio da analise filogenética das sequéncias ITS1-5.8S-ITS2 contidas no marcador
molecular ITS. Apesar de servir como base sobre a qual se desenvolveram o os chamados
barcodes (“codigos de barra”) em Trichoderma (DRUZHININA et al., 2005), este marcador
ndo possui resolucdo filogenética suficiente para delimitar espécies muito proximas. Para
superar esta limitagdo, os pesquisadores introduziram novos marcadores moleculares
contemplando introns e partes dos éxons de genes como act (actina), cal (calmodulina)
(SAMUELS et al., 2006), ThEn-42 (endoquitinase) (LIECKFELDT et al, 2000), RPB2
(subunidade B da RNA polimerase II) (CHAVERRI et al., 2003) e o mais poderoso deles, o
tefl-a (fator de elongacdo da tradugdo la), capaz de mostrar a melhor resolugdo filogenética
(KULLNIG-GRADINGER et al., 2002; JAKLITSCH et al., 2006). A andlise desses loci
oferece varias vantagens que posicionam a filogenia molecular um passo a frente da
classificagdo baseada em caracteres morfolégicos anteriormente utilizada. Um deles € a
supressao de equivocos na classificagdo de espécies com grande similaridade morfoldgica,
como T. petersenii e T. rogersonii, que se distinguem apenas pela taxa de crescimento no meio
SNA (T. rogersonii cresce mais devagar do que 7. petersenii) e pelos conidios encurtados de 7.
petersenii em relacio a T. rogersonii (SAMUELS et al., 2006) ou T. asperellum e T.
asperelloides, que sdo morfologicamente indistinguiveis (SAMUELS et al., 2010).

As espécies de maior abundancia obtidas aqui representam os clados Viride, Harzianum
e Brevicompactum, dos quais fazem parte muitas espécies cosmopolitas presentes em VAarios
continentes (as espécies do core). Para nossa surpresa, a espécie 1. arundinaceum (clado
Brevicompactum) encontrada no solo das fazendas Mato Dentro e Sao Miguel em Presidente

Bernardes/MG nao foi reportada em nenhum outro estudo de diversidade de Trichoderma em
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solos agricultdveis brasileiros, chineses ou europeus, embora tenha sido isolada em territdrio
norte-americano (Estados Unidos da América) e africano (Namibia), além da sua descri¢ao

original no oriente médio (Ird) (DEGENKOLB et al., 2008).

A topologia das drvores filogenéticas dos seis isolados apresentadas aqui estd de acordo
com o observado em outros trabalhos com Trichoderma isoladas na China e Europa (CHEN &
ZHUANG, 2017; JAKLITSCH & VOGLMAYR, 2015). A reconstru¢do filogenética foi
reativamente bem suportada, mesmo utilizando 3 dos 6 marcadores disponiveis (ACT, TEF1-a
e ITS). Entretanto, deve ser enfatizado que quanto maior o nimero de /oci incluido na anélise,

maior serd a resolucdo da filogenia.

4.2. dsRNA em Trichoderma

Entre os 59 isolados de Trichoderma spp. coletados, seis (10%) apresentaram perfis de
acidos nucleicos condizentes com a presenga de micovirus e em quatro destes foi confirmada a
presenca de dsRNA. Este valor € superior ao reportado anteriormente em outros estudos. Para
efeito de comparagdo, a taxa de ocorréncia de dsSRNA em Trichoderma variou entre 2,77% (2
em 72 isolados) em linhagens obtidas a partir de solo na China (YOU et al., 2019), 1,28% (2
em 156 isolados) em linhagens obtidas a partir de solo e substrato de cultivo de cogumelos na
Tailandia JOM-IN & AKARAPISAN, 2009) e 0,66% (1 em 150 isolados) em linhagens
obtidas em florestas e pastagens na China (LIU et al., 2019b). Por outro lado, esta taxa atingiu
10,15% (32 em 315 isolados) em linhagens obtidas a partir de substrato de cultivo de cogumelos
na Coreia do Sul (YUN et al., 2016). Em relacdo a outras espécies, foram relatadas taxas de
ocorréncia de dsRNA de 2,29% (19 em 827 isolados) para Fusarium graminearum (CHU et
al., 2004) e 71,5% (143 em 200 isolados) para Botrytis cinerea (HOWITT et al., 1995).

Os resultados revelaram 3 perfis diferentes de dSRNA nos isolados (F2v = 4 segmentos;
F42v =7 segmentos; F50v e F59v = 3 segmentos). Esta variagdo no padrao dsRNA parece ser
extremamente comum em fungos filamentosos e ndo se limita apenas aos micovirus descritos
em Trichoderma. Até o momento, existem 10 publica¢des relatando a incidéncia de dSRNA em
fungos do género Trichoderma, sendo a primeira delas datada de 11 anos atrds (JOM-IN &
AKARAPISAN, 2009). Dentro do conjunto de espécies de fungos utilizados como ferramentas

de controle bioldgico, a presenca de dsRNA diversificado também foi descrita para as espécies
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Metarhizium anisopliae (entomopatogénico), variando de 1 a 8 fragmentos em 3 perfis
diferentes (0,7 a 4,1 kb) (BOGO et al., 1996); Beauveria bassiana (entomopatogénico),
variando de 1 a 3 fragmentos em 2 perfis diferentes (1,8 a 2,3 kb) (MELZER & BIDOCHKA,
1998); Cordyceps fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) (entomopatogénico), com 3
fragmentos e 2 perfis diferentes (0,5 a 4,5 kb) (AZEVEDO et al., 2000); e Purpureocillium
lilacinum (entomopatogénico e nematdfago), variando de 1 a 3 fragmentos em 9 perfis

diferentes (1,6 a 6,0 kb) (HERRERO, 2016).

O dsRNA também foi observado em espécies fitopatogénicas importantes como F.
graminearum (CHU et al., 2002; CHU et al., 2004), F. oxysporum (KILIC & GRIFFIN, 1998),
Colletotrichum  gloeosporioides (FIGUEIREDO et al, 2012), C. lindemuthianum
(RAWLINSON et al., 1975), B. cinerea (KANO et al., 1980 apud HOWITT et al., 1995), S.
sclerotiorum (BOLAND, 1992), Magnaporthe grisea (CHUN & LEE, 1997), Cryphonectria
parasitica (DAY et al., 1977) e indiretamente em Phakopsora pachyrhizi (LINK et al., 2014),
entre outros. Do mesmo modo, dsSRNA de origem viral foi descoberto em fungos de interesse
industrial como Aspergillus foetidus e Aspergillus niger (BANKS et al., 1970), Penicillium
chrysogenum (BUCK et al., 1971), a levedura Saccharomyces cerevisiae (BERRY & BEVAN,

1972) e em muitos outros.

O isolado F2v identificado como T. asperelloides carrega segmentos de dsSRNA com
aproximadamente 2,5, 2,9, 3,2 e 3,9 kb. Até o momento, ndo existem outras descri¢des de
dsRNA para esta espécie na literatura. Contudo, em uma espécie estritamente relacionada foi
identificado um dsRNA de natureza viral. A linhagem JLM45-3 de T. asperellum foi isolada
em uma amostra de solo chinés da provincia de Guizhou e possui um unico segmento de dsSRNA
duas vezes maior do que o maior dos segmentos encontrado em F2v, designado como T.
asperellum dsRNA Virus 1 (TaRV1, familia ndo classificada) (ZHANG et al., 2018). Um perfil
similar ao observado em F2v foi descrito na linhagem ATCC 9480 de P. chrysogenum. Cada
um dos 4 segmentos do Penicillium chrysogenum virus (PcV, Chrysoviridae), dSRNA4 e
dsRNA3 (~2,9 kb), dsSRNA2 (~3,2 kb) e dsSRNAI (~3,5 kb) possui uma tnica ORF que codifica
proteinas hipotéticas de 95 e 101 kDa; a proteina do capsideo (CP) e a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) (JIANG & GHABRIAL, 2004).

Em relagdo ao isolado F42v, T. koningiopsis, foi confirmada a presenca de cerca de 7
segmentos de dsRNA (~0,8, 0,9, 1,0, 1,3, 1,8, 1,9 e 2,1 kb, figura 3). A existéncia de micovirus

de dsRNA foi anteriormente reportada em isolados relacionados (identificados apenas com o
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marcador ITS), entretanto, o nimero e o tamanho dos segmentos observados sdo distintos. Dois
1solados, NFCF132 e NFCF134, originados de fazendas de cultivo de cogumelos comestiveis
sul coreanas (Gyonggi-do), sdo portadores de dsSRNA viral. O primeiro abriga trés segmentos
de aproximadamente 1,8, 2,0 e 2,3 kb enquanto o segundo carrega um tnico segmento de
aproximadamente 10 kb (YUN er al, 2016). Estes micovirus foram parcialmente
caracterizados, mas os detalhes do genoma e sua a classificacdo nio estdo disponiveis. Outros
dois dsRNAs virais foram observados na linhagem Mgl10 proveniente de uma amostra de solo
de Rotorua, Nova Zelandia. Os dsRNAs de aproximadamente 3,5 kb (dsRNA-S) e 5,0 kb
(dsRNA-L) sdo, na verdade, dois micovirus diferentes (a caracterizagdo completa do segmento
menor ndo estd disponivel). O dsRNA-L possui duas ORFs ndo sobrepostas: a ORF1 codifica
a CP e a ORF2 codifica a RdRp. O micovirus foi denominado Trichoderma koningiopsis
totivirus 1 (TkTV1, Totiviridae). Surpreendentemente, o TkKTV1 também foi encontrado na
linhagem Mg06 de Clonostachys rosea (Hypocreales) isolada da mesma amostra de solo,
fornecendo indicio da ocorréncia de transmissdo horizontal interespecifica (KHALIFA &

MACDIARMID, 2019).

Por fim, os isolados F50v e F59v identificados como 7. arundinaceum compartilham do
mesmo perfil de dsSRNA que apresenta trés segmentos em torno de 1,6, 1,8 e 2,0 kb. Tal como
F2v, até 0 momento ndo existem outras descri¢des de dSRNA para esta espécie na literatura e
nem para nenhuma outra espécie que compde clado Brevicompactum, o qual faz parte. Apesar
disso, dsSRNAs com trés segmentos e tamanhos préximos foram relatados em isolados
relacionados (identificados apenas com o marcador ITS) a outras espécies deste género. As
linhagens NFCF092 de T. harzianum, NFCF133 de T. petersenii e a j4 mencionada NFCF132
de T. koningiopsis, isoladas de fazendas de cultivo de shiitake na Coreia do Sul contém 3
segmentos de dsRNA (~1,8, 2,0 e 2,1 kb; caracterizacdo inicial) (YUN et al., 2016). Além
destes, um perfil de dsRNA trisegmentado foi descrito na linhagem HZ-1 de C. gloeosporioides,
isolada de uma fruta citrica em Hanzhou, na China. Cada um dos trés segmentos do
Colletotrichum gloeosporioides chrysovirus 1 (CgCV1, Chrysoviridae), dSRNA3 (~2,6 kb),
dsRNA2 (~2,8 kb) e dsRNA1 (~3,3 kb) possui uma tunica ORF que codifica uma protease
hipotética de 92 kDa, a CP e a RdRp, respectivamente (ZHONG et al., 2016). E importante
salientar que embora F50v e F59v pertengcam a mesma espécie € sejam da mesma regido, sao
procedentes de pontos de coleta distintos. Isso sugere estabilidade deste padrao na populacao

de dsRNA (YUN et al., 2016).
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Ao comparar os perfis da extracdo de 4cidos nucleicos totais e da digestdo com as
nucleases, € possivel perceber uma diferenca no numero de bandas dos isolados F2v, F50v e
F59v. Essa diferenca pode ser atribuida ao fato de que fragmentos de tamanho préximo podem
migrar juntos (JIANG & GHABRIAL, 2004). Neste estudo, ndo foi possivel a caracterizacao
dos 4cidos nucleicos extraidos dos isolados F11v e F30v. Ambos apresentaram bandas extras
na extracdo de 4cidos nucleicos totais, no entanto, a degradacdo dos acidos nucleicos
impossibilitou a conclusdo da andlise, sendo necessdria a adocdo de outro método que

proporcione alto rendimento para realizacao dos estudos posteriores.

Ainda que atributos como o tamanho e o nimero de segmentos do genoma viral sejam
caracteristicas taxondmicas importantes (LWOFF & TOURNIER, 1966), por si sé ndo sao
robustos o suficiente para constituir um critério de classifica¢do preciso do virus. A presenca
de multiplos segmentos de dsRNA pode ser resultado de diversos fatores que podem gerar
equivocos na andlise, como por exemplo a prépria segmentacdo do genoma (OSAKI et al.,
2002), a existéncia dos RNAs satélites e RNAs defectivos (BERRY & BEVAN, 1972;
BRUENN & KANE, 1978) e a ocorréncia de coinfec¢dao (PREISIG et al., 1998; WANG et al.,
2014). Diante disso, o proximo passo a ser dado €, inevitavelmente, o sequenciamento dos
genomas virais, o que viabilizard a construcdo de sua histéria evolutiva por meio de uma
abordagem filogenética utilizando a prépria RdRp (e/ou a CP, se presente) como marcador
molecular (KOONIN et al., 1989). Assim como nos microrganismos superiores, a andlise
filogenética é uma ferramenta muito poderosa para a classificacio dos dsRNAs, mesmo que

eventualmente o resultado seja um tdxon ainda ndo nomeado.

4.3. Antagonismo in vitro e promocao de crescimento

A habilidade de micotrofia € uma caracteristica marcante em inimeras espécies que
fazem parte do género Trichoderma. A interagdo de cardter antagonista estabelecida entre
Trichoderma e outras espécies de fungos pode ser dividida em dois grupos principais. O
primeiro, micoparasitismo, é determinado por interacdes do tipo biotréficas onde um fungo ird
obter nutrientes do micélio do outro sem provocar rapidamente sua morte. O segundo grupo,
hiperparasitismo necrotréfico, € determinado por interacdes necrotréficas, onde um fungo
provocard a morte do outro e utilizard os nutrientes providos pela biomassa sem vida
(DRUZHININA et al., 2011). Os microrganismos capazes de estabelecer as intera¢des do tipo
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hiperparasitismo necrotréfico sdo de especial interesse para a agricultura, visto que eles podem
ser empregados como agentes de controle bioldgico contra os principais fungos fitopatogénicos

que assolam plantios de diversas culturas importantes no mundo todo (revisado por

GHAZANFAR et al., 2018).

Os resultados apresentados mostraram que os isolados submetidos ao teste de cultura
pareada apresentaram diferentes niveis de micotrofia, o que determina efetividade varidvel
contra diferentes fungos fitopatogénicos. Quando testados contra C. lindemuthianum raga 89,
todos os isolados foram capazes de crescer sobre a colonia do fitopatégeno, especialmente o
isolado F2v (T. asperelloides), que se mostrou muito agressivo. Ainda ndo existem trabalhos
relatando o comportamento micotréfico in vitro de T. arundinaceum, T. asperelloides e T.
koningiopsis sobre C. lindemuthianum, todavia, esta habilidade foi reportada anteriormente em
linhagens pertencentes as espécies 1. hamatum, T. harzianum, T. virens e T. viride, isoladas a
partir de solo rizosférico de mudas de feijoeiro com antracnose (PADDER & SHARMA, 2011).
Esta capacidade também se estende a outras espécies do género Colletotrichum, conforme
evidenciado para T. viride, isolado do filoplano de Vigna unguiculata (linhagem TH-31) contra
C. truncatum (BANKOLE & ADEBANIJO, 1996) e para T. asperellum, T. harzianum, T.
longibrachiatum e T. viride contra C. gloeosporioides (VALENZUELA et al., 2015).

Nos ensaios contra F. oxysporum f. sp. phaseoli, somente os isolados F30v e F42v (T.
koningiopsis) cresceram sobre o fitopatdgeno, mas pequenas dreas de coloniza¢do foram
observadas para o isolado F11v (relacionado a 7. harzianum/T. lixii). O potencial de micotrofia
da principal espécie do clado Harzianum j4 é conhecido: as linhagens CEN238, CEN239 e
CEN241 de T. harzianum, por exemplo, apresentaram colonizagao total sobre F. oxysporum f.
sp. phaseoli e inibiram em quase 37% seu crescimento em relagdo ao controle in vitro
(CARVALHO et al, 2011). A capacidade de micotrofia in vitro de T. arundinaceum, T.
asperelloides e T. koningiopsis sobre F. oxysporum f. sp. phaseoli ndo foi documentada em
outros estudos, no entanto, sabe-se que pode ocorrer sobre diferentes formae specialis dentro
do complexo F. oxysporum, como observado para T. asperelloides (isolado em amostra de solo
de canavial) crescendo sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici (RAM{REZ-CARINO et al., 2020)
e T. koningiopsis (isolado em amostra de solo do vale de Annapolis, Canadd) crescendo sobre

F. oxysporum f. sp. cepae (BUNBURY-BLANCHETTE & WALKER, 2019).

Por fim, quando confrontados a S. sclerotiorum, os isolados F30v e F42v (T.

koningiopsis) cobriram aproximadamente 50% das coldnias do fitopatdgeno, enquanto os
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demais isolados cresceram sobre as bordas e esclerddios. Esses resultados vao ao encontro das
observagdes anteriormente descritas para as linhagens T25 e T42 de T. asperelloides (isoladas
de amostras de solo de plantagdes de milho no Parand, Brasil), 11/06 de T. koningiopsis, 11/11,
360/01, 362/02, 364/01 e 468/02 de T. asperellum, 29/11 e 476/02 de T. tomentosum, 494/01 e
ALL-42 de T. harzianum (isoladas de amostras de solo de plantacdes de feijao e outras culturas
em Goids, Brasil), as quais foram capazes de crescer sobre colonias de S. sclerotiorum em

cultura pareada in vitro (SUMIDA et al., 2018; LOPES et al., 2012).

Nos ensaios de produ¢do de metabdlitos ndo voldteis, um perfil de resposta semelhante
foi observado para C. lindemuthianum, F. oxysporum f. sp. phaseoli e S. sclerotiorum, com as
maiores taxas de inibi¢do de crescimento dos fitopatégenos sendo obtidas nos tratamentos com
os isolados F50v e F59v (T. arundinaceum) seguidos por F30v e F42v (T. koningiopsis). Os
isolados F2v (T. asperelloides) e Fllv (relacionado a T. harzianum/T. lixii) foram pouco
eficientes. Estes resultados contrastam com o observado em outros estudos envolvendo a
espécie T. harzianum, que € capaz de sintetizar uma ampla variedade de metabdlitos
secunddrios que possuem atividade antifingica reconhecida, como por exemplo 6-n-pentyl-2H-
pyran-2-one e 6-n-pentenyl-2H-pyran-2-one, avaliados in vitro contra Rhizoctonia solani e
Phytophthora cinnamomi (CLAYDON et al., 1987) ou T22azaphilone, T39butenolide,
Harzianolide e Harzianopyridone, avaliados in vitro contra Gaeumannomyces graminis var.
tritici, Pythium ultimum e R. solani (VINALE et al., 2006). Além disso, foram identificados
peptaibols produzidos pela linhagem IIIM-B4 de 7. [ixii, isolada como endofitica a partir de
galhos e folhas de Bacopa monnieri (KATOCH et al., 2019). Do mesmo modo, foi demonstrada
a capacidade de producdo de metabdlitos secundérios de interesse biotecnoldgico por uma
linhagem endofitica (QA-3) de T. koningiopsis, isolada dos tecidos da planta medicinal
Artemisia argyi na China. Foram identificados 7 policetideos diferentes (5 deles descritos pela
primeira vez) com capacidades variaveis de inibi¢do in vitro contra 8 fungos fitopatogénicos
incluindo C. gloeosporioides, F. graminearum, F. oxysporum e Penicillium digitatum (SHI et
al., 2017). Em contrapartida, a producdo de metabdlitos secundarios por isolados pertencentes
ao clado Brevicompactum também desperta interesse, visto que os tricotecenos sintetizados por
estas espécies possuem propriedades toxicas. A espécie 7. arundinaceum é produtora de
Harzianum A, um tricoteceno com elevado potencial antifingico (DEGENKOLB et al., 2008;
MALMIERCA et al., 2012), o que pode estar correlacionado ao alto desempenho das linhagens

desta espécie isoladas neste estudo contra aqueles fitopatégenos.
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E interessante notar que quando sobrepostos, os resultados dos testes de cultura pareada
e producdo de metabdlitos sdo, em parte, divergentes. Para F. oxysporum f. sp. phaseoli, por
exemplo, os maiores niveis de crescimento foram registrados nas colonias submetidas ao ensaio
de producdo de metabdlitos, comparadas com as que passaram pelo ensaio de cultura pareada,
enquanto que uma resposta oposta foi registrada para S. sclerotiorum nos mesmos testes. Isso
sugere que, apesar da producao de substancias com atividade inibidora de crescimento por
Trichoderma, a competicao entre os fungos envolvidos € um fator importante no controle
bioldgico (SIVAN & CHET, 1989), ainda que o teste in vitro ndo leve em consideracdo as
multiplas varidveis ambientais que afetariam o resultado no solo. Nas condi¢des avaliadas,
Trichoderma spp. cresceu mais rapido do que F. oxysporum f. sp. phaseoli, entdo, a competicao
por espago e recursos pode explicar porque as colonias do fitopatdgeno ficaram menores na
presenca do antagonista. Isso fica ainda mais evidente no ensaio com S. sclerotiorum, cujos
resultados podem ser justificados pelo fato de S. sclerotiorum crescer tao rapido quanto as
nossas linhagens de Trichoderma, o que garante o desenvolvimento da colonia na medida em

que a concentragdo de metabdlitos no meio aumenta.

Nos testes de avaliagdo do potencial de promoc¢do de crescimento do feijoeiro, foram
mensurados a massa seca do sistema radicular e total. No primeiro parametro avaliado, somente
o tratamento com a linhagem F42v diferiu do tratamento controle, enquanto que no segundo
pardmetro, os tratamentos com as linhagens F42v e F50v foram os mais eficientes. E bem
conhecida a capacidade de Trichoderma spp. em promover o crescimento em diversas espécies
de plantas. Em comparagdo com as espécies isoladas no presente estudo, no clado Viride, foram
descritas duas linhagens de 7. asperelloides, T1 e T2 (isoladas a partir de amostras de solo
rizosférico florestal no Rio Grande do Sul, Brasil), capazes de incrementar a altura e didmetro
do coleto de mudas de Jacaranda micranta, Corymbia citriodora e Bauhinia forficata, embora
a massa seca total e do sistema radicular, assim como observado para F2v neste estudo, nao
tenha diferido do tratamento controle (AMARAL et al, 2017, STEFFEN et al., 2019;
PECCATTI et al., 2020). Outra espécie relevante do clado Viride também € capaz de promover
o crescimento vegetal: a linhagem ThOO3 de 7. koningiopsis aumentou as massas do sistema
radicular e de partes foliares de tomateiros (Solanum lycopersicum) (MORENO et al., 2009), o
que estd de acordo com os resultados obtidos para o isolado F42v. Em relacdo a 7. harzianum,
diversos estudos apontam capacidade de promog¢do de crescimento em vdérias espécies de
plantas incluindo culturas importantes como tomate, tabaco, pepino e pimenta, melhorando

consideravelmente a taxa de germina¢do das sementes e a massa seca das plantas (WINDHAM,
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ELAD & BAKER, 1985; INBAR et al., 1994). Ainda nio existem trabalhos evidenciando o
potencial de promoc¢do de crescimento por linhagens de 7. arundinaceum. De posse destas
informagdes, diversos estudos foram conduzidos visando a identificacio de linhagens
competentes para promog¢ao de crescimento em P. vulgaris, demonstrando este potencial nas
espécies T. asperellum, T. brevicompactum, T. longibrachiatum, T. virens, € a mais promissora
delas, T. harzianum, sobre a qual se desenvolveram quase todas as pesquisas com este objetivo
(HOYOS-CARVAJAL et al., 2009; CARVALHO et al., 2011; CARVALHO et al., 2011b;
PEREIRA et al., 2014; MAYO et al., 2015).

Os fatores que determinam a capacidade de promog¢ao de crescimento de Trichoderma
incluem: i) a competéncia rizosférica (SIVAN & HARMAN, 1991); ii) solubilizacdo de
minerais (ALTOMARE er al., 1999); iii) resisténcia a estresses ambientais (MASTOURI,
BJORKMAN & HARMAN, 2010) e iv) sintese de fitormoénios (CONTRERAS-CORNEJO et
al., 2009).

Embora os resultados dos ensaios para avaliar a capacidade de micotrofia, produgdo de
metabolitos ndo volateis e promogao de crescimento estejam de acordo com outros estudos
envolvendo as mesmas espécies, € impossivel estabelecer uma correlacdo destes dados com a
presenca de dsRNA nestes isolados sem a obtencao de linhagens curadas ou a transfec¢do dos
micovirus para linhagens ndo infectadas. Os ensaios de inibi¢do de fitopatégenos em trabalhos
anteriores sdo muito heterogéneos e um padrdo ndo pode ser estabelecido: por exemplo, a
linhagem NFCF319 de T. harzianum hospedeira do Trichoderma harzianum betapartitivirus 1
(ThPV1) mostrou maior capacidade de inibi¢do de crescimento (in vitro) de R. solani em
comparagdo com as linhagens isogénicas curadas do virus (CHUN et al., 2018b) enquanto que
a linhagem 525 de um isolado da mesma espécie, contendo o Trichoderma harzianum
mycovirus 1 (ThMV1) ndo exibiu diferencas estatisticas no controle biolégico in vitro contra
F. oxysporum f. sp. cucumebrium (LIU et al., 2019b). Além disso, estudos para avaliacdo de
promocao de crescimento em linhagens portadoras de dsRNA sdo escassos e até o momento
esta mesma linhagem (7. harzianum 525) foi a unica a ser submetida a um ensaio do tipo, em

mudas de pepino (LIU et al., 2019b).
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5. CONCLUSOES

A filogenia molecular por andlise multilocus € superior em relagdo a utilizacdo de
marcadores como ITS e act individualmente;

Os micovirus (dsRNA) sao diversos e estdo distribuidos entre os clados mais comuns
do género Trichoderma;

Mesmo portando dsRNA, a linhagem F42v de T. koningiopsis foi capaz de promover o
crescimento do feijoeiro e demonstrou capacidade de controle biolégico in vitro;

A espécie T. arundinaceum, ainda nao descrita em outros solos no Brasil, possui grande
potencial de produgdo de metabdlitos nao voliteis;

As espécies T. asperelloides, T. koningiopsis e T arundinaceum possuem capacidade de
micotrofia contra C. lindemuthianum;,

Existe variacdo nas capacidades de antagonismo e promogao de crescimento de plantas

em Trichoderma, de acordo com as espécies e linhagens envolvidas.
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APENDICE A - Espécies do género Trichoderma e seus respectivos c6digos de acesso as sequéncias depositadas na base de dados do GenBank

usados neste estudo

Espécie Linhagem Origem Acesso GenBank
ITS ACT TEF1-a
Trichoderma aeroaquaticum (T) NBRC 108034 Tailandia AB646522 AB646530
Trichoderma aggregatum (T) HMAS 248863 China KY687946 KY688062
Trichoderma aggressivum DAOM 222156 Canada AF456924 AF348098
aggressivum (T)
Trichoderma alni (T) CBS 120633 Reino Unido EU518651 EU498312
Trichoderma alpinum (T) HMAS 248821 China KY687906 KY688012
Trichoderma amazonicum (T) IB 50 / CBS 126898 Peru HM142358 KC561140 HM142376
Trichoderma appalachiense (T) GJ.S. 97-243 / CBS Estados Unidos DQ315419 DQ307503
133558 da América
Trichoderma arundinaceum (T) GJS. 05-180 / CBS Ira EU330928 EU338275
119575
Trichoderma asperelloides GJ.S. 04-116 / CBS Vietna GU198301 GU248410 GU248412
125399
Trichoderma asperellum (T) CBS 433.97 Estados Unidos AY380912 DQ111974 AY376058
da América
Trichoderma atrobrunneum (T) G.J.S. 92-110 / CBS Franca AF443924 Fl442528 AF443942
548.92
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Trichoderma atroviride CBS 142.95 Eslovénia AY380906 DQ111971 AY376051

Trichoderma auranteffusum (T) CBS 119284 Austria FJ860728 FI860613

Trichoderma austrokoningii (T) GJ.S. 99-146 / CBS Austrdlia DQ323423 DQ367716 DQ307561
119092

Trichoderma bannaense (T) HMAS 248840 China KY687923 KY688037

Trichoderma brasilliensis VIC 44363 / 17F Brasil

Trichoderma breve (T) HMAS 248844 China KY687927 KY688045

Trichoderma brevicompactum (T) MA 3296/ DAOM 231232 Estados Unidos AY324173 AY324176
/ CBS 109720 da América AY324183

Trichoderma brunneoviride (T) CBS 121130 Alemanha EU518659 EU498316

Trichoderma caerulescens (T) CBS 130011 Espanha JN715589 IN715621

Trichoderma caribbaeum var. G.J.S.97-3/CBS 119093  Guadalupe DQ313131 DQ328607 DQ284977

caribbaeum (T)

Trichoderma catoptron (T) G.J.S.02-76 /CBS 114232 Sri Lanka AY737766 Fl442584 AY737726

Trichoderma ceraceum (T) GJ.S. 95-159 / CBS Estados Unidos EU330953 AY937437
114245 da América

Trichoderma cerinum (T) DAOM 230012 Nepal AF149869 AY937443

Trichoderma cinnamomeum GJS 97-237 Estados Unidos AY737759 FJ442582 AY737732

da América
Trichoderma compactum (T) YMF 1.01693 China AY941822 AY941824
Trichoderma composticola CBS 439.95 Reino Unido DQ315439 AY937413
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Trichoderma concentricum (T) HMAS 248833 China KY687915 KY688027
Trichoderma dacrymycellum WU 29044 Alemanha FJ860749 FJ860633
Trichoderma dingleyae (T) G.J.S.02-50/CBS 119056 Nova Zelandia DQ333548 DQ367718 DQ284978
Trichoderma dorotheae (T) GJ.S. 99-202 / CBS Nova Zelandia DQ313144 DQ323454 DQ307536
119089
Trichoderma eijii (T) CBS 133190 Japao JX238476 JX238488 JX684011
Trichoderma epimyces (T) CBS 120534 Austria EU518663 EU498320
Trichoderma erinaceum (T) DAOM 230019 Tailandia DQO083009 DQ111969 AY750880
Trichoderma evansii (T) DIS 341hi /CBS 123079  Equador EU883568 EU883564 EU883566
Trichoderma flaviconidium G.J.S.99-49 /CBS 130688 Costa Rica DQ023301 DQ111960 DQ020001
Trichoderma gamsii GJ.S. 05-111 / CBS Itélia DQ841730 DQ841722
120072
Trichoderma guizhouense (T) HGUPO0038 China JN191311 IN215484
Trichoderma hamatum (T) DAOM 167057 / CBS Canada 748816 DQ111962 AY750893
102160
Trichoderma harzianum (T) CBS 226.95 Reino Unido AY605713 Fl442567 AY605833
Trichoderma hengshanicum (T) HMAS 248852 China KY687935 KY688054
Trichoderma hirsutum (T) HMAS 248834 China KY687916 KY688029
Trichoderma hispanicum (T) CBS 130540 Espanha JN715595 IN715659
Trichoderma ingratum (T) HMAS 248822 China KY687917 KY688018
Trichoderma inhamatum (T) CBS 273.78 Colombia FJ442680 FJ442561 AF348099
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Trichoderma intricatum (T) G.J.S.97-88/CBS 119059 Tailandia AY380913 AY376684 AY376060

Trichoderma junci (T) CBS 120926 Dinamarca FJ860761 FJ860641

Trichoderma koningii (T) G.J.S. 89-122 / CBS Estados Unidos AY380902 AY376678 AY376045
989.97 da América

Trichoderma koningiopsis (T) G.J.S.93-20/CBS 119075 Cuba DQ313140 DQ381954 DQ284966

Trichoderma liberatum (T) HMAS 248831 China KY687913 KY688025

Trichoderma lieckfeldtiae (T) G.J.S.00-14/CBS 123049 Colombia DQ109528 DQ111958 EU856326

Trichoderma linzhiense (T) HMAS 248846 China KY687929 KY688047

Trichoderma lixii (T) G.J.S.97-96/CBS 110080 Tailandia AF443920 FJ442533 AF443938
/ ATCC MY A-2478

Trichoderma longibrachiatum (T) CBS 816.68 / DAOM Estados Unidos Z31019 JX238491 AY865640
167674 / ATCC 18648 da América

Trichoderma margaretense (T) CBS 120540 Austria FI860741 FI860625

Trichoderma martiale (T) G.J.S.04-40/CBS 123052 Brasil DQ315454 DQ307534

Trichoderma neokoningii (T) GJ.S. 04-216 / CBS Peru DQ841734 DQ841718
120070

Trichoderma neorufoides (T) CBS 119506 Austria FJ860788 FJ860657

Trichoderma neorufum (T) GJ.S. 96-135 / CBS Estados Unidos AF487653 AF487670
111144 da América

Trichoderma neosinense (T) G.J.S.94-11/CBS 134884 China DQ315422 DQ307508
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Trichoderma nothescens (T) GJ.S. 99-142 / CBS Austrdlia DQ315427 DQ307512
134882
Trichoderma ochroleucum CBS 119502 Reino Unido FJ860793 FJ860659
Trichoderma olivascens CBS 119322 Reino Unido DQ677650 DQ672609
Trichoderma ovalisporum (T) DIS 70a / CBS 113299 / Equador AY380897 AY376671 AY376037
DAOM 232077
Trichoderma paraviridescens (T) CBS 119321 Austria DQ677651 DQ672610
Trichoderma parepimyces (T) CBS 122769 Austria FJI860800 FI860664
Trichoderma paucisporum (T) G.J.S.01-13/CBS 118645 Equador DQ109526 DQI111956 DQ109540
Trichoderma petersenii (T) G.J.S. 04-355 / CBS Estados Unidos DQ323441 DQ333570 DQ284980
119051 da América
Trichoderma pezizoides G.J.S. 01-257 Tailandia DQ000632 AY937438
Trichoderma pleuroti | pleurotum (T) CBS 124387 Coreia do Sul HM 142363 JN133599 HM 142382
Trichoderma pleuroticola (T) CBS 124383 Coreia do Sul HM142362 JN133598 HM142381
Trichoderma polypori (T) HMAS 248855 China KY687938 KY688058
Trichoderma protrudens (T) DIS 119f/CBS 121320 India EU330946 JN133600 EU338289
Trichoderma pseudodensum (T) HMAS 248828 China KY687910 KY688023
Trichoderma pseudogelatinosum (T) CNU N309 Coreia do Sul HM769754 HM920202
Trichoderma pubescens (T) DAOM 166162 / ATCC Estados Unidos EU280121 DQ111961 AY750887
28036 da América
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Trichoderma rodmanii (T) G.J.S.91-88/CBS 120895 Estados Unidos EU330948 EU338286
da América

Trichoderma rogersonii (T) GJ.S. 04-158 / CBS Estados Unidos DQ323434 DQ333567 DQ307563
119233 da América

Trichoderma samuelsii (T) CBS 130537 Italia JN715596 JN715651

Trichoderma scalesiae (T) G.J.S.03-74/CBS 120069 Equador DQ841742 DQ841726

Trichoderma simmonsii (T) GJ.S. 91-138 / CBS Estados Unidos AF443917 FJ442526 AF443935
130431 da América

Trichoderma simplex (T) HMAS 248842 China KY687925 KY688041

Trichoderma solum (T) HMAS 248848 China KY687931 KY688050

Trichoderma stilbohypoxyli (T) G.J.S. 96-30 / CBS 992.97 Porto Rico DQ109533 DQ111967 DQ109546
/ DAOM 231834

Trichoderma stramineum (T) G.J.S.02-84 /CBS 114248 Sri Lanka AY737765 FJ442583 AY737746

Trichoderma strigosellum (T) CBS 102817 Colombia JX416529 JQ425705

Trichoderma strigosum (T) CBS 348.93 / DAOM Estados Unidos DQ083027 EU856277 AY937442
166121 da América

Trichoderma subeffusum (T) CBS 120929 Austria FJ860852 FI860707

Trichoderma taiwanense (T) G.J.S.95-93/CBS 119058 China DQ313141 DQ323455 DQ284973

Trichoderma tawa (T) GJ.S. 97-174 / CBS Nova Zelandia AY737756 FJ442570 FJ463313
114233
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Trichoderma theobromicola (T) DIS 85f / CBS 119120 / Peru DQ109525 DQ111955 DQ109539
ATCC MYA-3640

Trichoderma tomentosum (T) DAOM 178713A Canada EU330958 JN133612 AY750882

Trichoderma trixiae (T) CBS 134702 Alemanha DQ677647 DQ672606

Trichoderma turrialbense (T) CBS 112445 Costa Rica EU330945 JN133613 EU338284

Trichoderma valdunense (T) CBS 120923 Austria FJ860863 FJ860717

Trichoderma velutinum (T) DAOM 230013 Nepal AF149873 IN133614 AY937415

Trichoderma vinosum (T) GJ.S. 99-158 / CBS Nova Zelandia AY380904 AY376680 AY376047
119087

Trichoderma viridarium GJ.S. 89-142 / CBS Estados Unidos  DQ109532 DQ111965 AY376049
120065

Trichoderma viride (T) GJ.S. 04-372 / CBS Reptblica DQ677655 DQ672615
119325 Tcheca

Trichoderma viridescens /| CBS 433.34 Reino Unido AF456922 AF456905

viridescens (T)

Trichoderma yunnanense (T) YMF 1.01694 China AY941823 AY941825

Trichoderma zayuense (T) HMAS 248835 China KY687918 KY688031

Observacao:

(T): indica uma cultura tipo;
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ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA;

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre Culture Collection, Utrecht, the Netherlands;
DAOM: Agriculture and Agri-Food Canada National Mycological Culture Collection, Ottawa, Ontario, Canada;

DIS: CABI-Bioscience Culture Collection, Ascot, United Kingdom;

G.J.S: Gary J. Samuels collection, Culture Collection of the United States Department of Agriculture, Systematic Botany and Mycology Lab,
Beltsville, Maryland, USA;

HMAS: Key Laboratory of Mycology, Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing, China;

IB: indica o local da coleta, Tahuamanu Province, Iberia, Madre de Dios, Peru;

MA: Austrian Center of Biological Resources and Applied Mycology, Vienna, Austria;

NBRC: Biological Resource Center, National Institute of Technology and Evaluation, Kisarazu, Chiba, Japan;

VIC: Herbéario do Departamento de Biologia Vegetal, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil;

YMEF: Key Laboratory of Industrial Microbiology and Fermentation Technology of Yunnan, Kunming, Yunnan, China.
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