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SALES, Lucas Souza, Universidade Federal do Recbéncavo da Bahia de 20109.
Diversidade genética e taxonomia de fungos filamentosos celuloliticos do género
Trichoderma da Restinga de Guaibim, Bahia. Orientador: Phellippe Arthur Santos
Marbach. Co-Orientadora: Jackeline Pereira Andrade.

RESUMO

Em geral, os estudos sobre a diversidade bioldgica das restingas sdo limitados a fauna e
flora e o conhecimento sobre a diversidade microbiana desse ecossistema é limitado a
poucos estudos sobre fungos micorrizicos e leveduras. Devido as agbes antropicas,
grupos taxonémicos estdo sendo perdidos sem sequer ser conhecida sua importancia
biotecnologica. O objetivo desse trabalho foi estudar a variabilidade genética de 38
isolados celuloliticos do género Trichoderma coletados na Mata Periodicamente
Inundada da restinga de Guaibim, Bahia e realizar a identificacdo molecular desses
fungos. O estudo de diversidade genética usando o primer BOX A 1R mostrou a
existéncia de 27 perfis genéticos distintos entre os 38 isolados de Trichoderma
analisados. Um perfil genético foi representado por quatro isolados e oito perfis
diferentes foram observados em 16 isolados, com dois isolados por perfil. Os 18 perfis
remanescentes foram representados por um isolado por perfil. Estes isolados ficaram
distribuidos em grupos distintos no dendrograma de similaridade genética obtidos pelo
método de agrupamento UPGMA e coeficiente Jaccard a partir dos perfis genéticos do
BOX-PCR. Para identificacdo molecular os genes barcodes teF1 (Fator de alongamento
1 alfa) e RPB2 (RNA polimerase Il) foram sequenciados e comparados com genes
ortdlogos dos tipos das espécies depositados na base de dados na base de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI). A identificagdo molecular de
17 isolados revelou que eles sdo relacionados com espécies dos Clados Spirale, Viride,
Hypocreanum, Harzianum e Polysporum. Analises filogenéticas usando o teF1 e RPB2
mostraram que a diversidade de espécies dentro do Clado Spirale é maior do que a
conhecida. Nesse trabalho sdo descritas duas novas espécies pertencentes ao clado
Spirale, Trichoderma sp. nov. TROIMTSP? | TRO6MTSP? e Trichoderma sp. nov.
TR13MTSP?® demonstrando que a diversidade desse clado é maior do que se pensava.

Palavras-chaves: Biodiversidade, Fungo, Restinga.



SALES, Lucas Souza, Universidade Federal do Reconcavo da Bahia de 2019. Genetic
diversity, molecular identification and taxonomy of Trichoderma from Guaibim
Restinga, Bahia. Orientador: Phellippe Arthur Santos Marbach. Co-Orientadora:
Jackeline Pereira Andrade.

ABSTRACT

In general, studies on the biological diversity of restingas are limited to fauna and flora
and knowledge about the microbial diversity of this ecosystem is limited to few studies
on mycorrhizal fungi and yeasts. Due to anthropic activity, taxonomic groups are being
lost before we know about their biotechnological importance. The objective of this work
was to study the genetic variability of 38 Trichoderma cellulolytic isolates collected
from the Periodically Flooded Forest of Guaibim restinga, Bahia and to identify these
fungi molecularly. The genetic diversity study using the BOX A 1R primer showed the
existence of 27 distinct genetic profiles among the 38 Trichoderma isolates analyzed.
One genetic profile was represented by four isolates and eight different profiles were
observed in 16 isolates, with two isolates per prefile. The remaning 18 profiles were
represented by one isolate per profile. These isolates were distributed in distinct groups
in the genetic similarity dendrogram obtained by UPGMA clustering method and
Jaccard coefficient from BOX-PCR genetic profiles. For molecular identification, the
barcodes teF1 (translation elongation factor 1 alpha) and RPB2 (RNA polymerase II)
genes were sequenced and compared to orthologous genes of the type species deposited
in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) database. Molecular
identification of 17 isolates revealed that they are related to species the clades Spirale,
Viride, Hypocreanum, Harzianum and Polysporum. Phylogenetic analyses using teF1
and RPB2 showed that species diversity within the Spirale was unnoticed before. In this
work we describe two new species belonging in the Spirale clade, Trichoderma sp. nov
TROIMTSP?!, TRO6MTSP? and Trichoderma sp. nov TR13MTSP?® demonstrating that
the diversity of this clade is greater than previously thought.

Keyword: Biodiversity, Fungus, Restinga.
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1. INTRODUCAO

A restinga vem sofrendo uma continua exploragdo antrdpica devido a sua
localizagdo costeira (ROCHA et al., 2009). Esse ecossistema é alvo da constante
expansdo imobiliaria, remocao de areia e da vegetacgdo, utilizacdo para deposito de lixo,
além do registro de diversas ocorréncias de aberturas de trilhas para facilitar o acesso a
praia (AYRES et al., 1994; ROCHA et al., 2009).

Uma forma de minimizar o impacto antrépico é mostrar a importancia basica e
aplicada da biodiversidade abrigada pelo local, de modo a justificar a criacdo de areas
de protecdo e/ou um melhoramento nas estratégias de preservacdo ambiental
(MARTINS, 2012). A restinga é um ecossistema que abriga uma grande biodiversidade
de espécies vegetais (SCHINEIDER et al., 2001; MARTINS et a., 2008; MARTINS et
al., 2012; ROCHA et al., 2005), sendo parte dela endémicas das restingas. De acordo
com a base de dados Flora do Brasil 2020
(http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/listaBrasil/Principal UC/PrincipalUC.do?lingua=e
n) até o momento existe registro de 2459 espécies vegetais que ocorrem nas restingas do
Brasil, sendo 1300 (52,8%) endémicas do Brasil, e destas 321 (12,7%) sdo endémicas
das restingas. Além disso, algumas espécies presentes na restinga sdo oriundas de
ecossistemas adjacentes a restinga durante a sua formacéo e ndo sdo mais encontradas
em seus ecossistemas de origem (NARVAES et al., 2009; MARTINS et al., 2019).

Apesar da flora e fauna das restingas serem bem conhecidas existe uma escassez
de dados sobre a microbiota desse ambiente, os poucos trabalhos sdo em sua maioria
sobre fungos micorrizicos e leveduras (GOl & SOUZA, 2012; SILVA et al., 2013;
CORDAZZO & STURMER, 2007; COGLIATTI-CARVALHO et al., 2001; MARTINS
et al., 2019). Fungos filamentosos exercem um papel central na mineralizacdo da
matéria organica vegetal e na disponibilizacdo dos seus nutrientes para a comunidade
microbiana do solo e para as plantas (BINDSCHEDLER. et al., 2016). Esse papel da
comunidade de fungos filamentosos € particularmente importante, contudo, a

diversidade de fungos filamentosos das restingas € pouco conhecida.

O género Trichoderma inclui espécies encontradas no solo, na matéria organica
vegetal em decomposicdo e em plantas vivas como endofiticos. Espécies de

Trichoderma sdo utilizadas na promocdo do crescimento de plantas, no controle
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bioldgico de doencas e pragas agricolas e na producdo de bioetanol, 0 que mostra o
potencial biotecnoldgico desse género (CARVALHO et al., 2011; PATRICIO et al.,
2001; DASHTBAN et al., 2010; ANDRADE et al., 2010; SEGARRA et al., 2013; VAN
WEES et al., 2008). Atualmente sdo conhecidas mais de trezentas espécies de
Trichoderma MycoBank [Banco de dados] disposniel em:
http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank&Rec=39566&Fields=All.
Contudo, segundo um amplo estudo realizada por HU et al. (2019) em ecossistemas

chineses, a diversidade das espécise de Trichoderma é pelo menos o dobro.

Existe uma escassez de dados sobre diversidade genética e taxondmica do
género Trichoderma nos ecossistemas brasileiros, dentre eles as restingas. Dessa forma
este trabalho teve como objetivo estudar a diversidade genética e realizar a identificacdo
molecular de isolados de Trichoderma oriundos da serapilheira da restinga de Guaibim,
BA.
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2. —REFERENCIAL TEORICO
2.1 — Restinga

A Resolucdo do CONAMA n° 261/1999 define restinga como “um conjunto de
ecossistemas que compreende comunidades vegetais floristica e fisionomicamente
distintas, situadas em terrenos predominantemente arenosos, de origens marinha,
fluvial, lagunar, eo6lica ou combinacGes destas, de idade quaternaria, em geral com solos
pouco desenvolvidos. Essas comunidades vegetais formam um complexo vegetacional
edafico e pioneiro, que depende mais da natureza do solo que do clima, encontrando-se
em praias, corddes arenosos, dunas e depressdes associadas, planicies e terragos.” As
restingas atuais tem origem no Holoceno, com as planicies litoraneas formadas por
sedimentos que foram depositados em ambientes marinhos, continental ou transicional,
no periodo Terciario ou Quaterndrio (DIAS & SILVA, 1984). As restingas abrigam
diferentes tipos de fisionomias, herbaceas, arbustivas e arboreas, que recebem a
influéncia marinha e podem apresentar cobertura vegetal em mosaico (MARTINS,
2012; DIAS et al., 2008).

Devido a presenca do solo bastante arenoso as plantas da restinga possuem
dificuldades para se estabelecerem pelo fato da composicao do solo ser essencialmente
de quartzo com uma granulometria média entre 0,2 mm e 0,6 mm deixando espago de ar
entre os grao de areia. Essa forma de solo apresenta uma baixa capacidade de retencdo
de agua (AZEVEDO et al.,, 2014). Associado a esse fator, ocorre uma baixa
disponibilidade de nutrientes no solo, forcando as plantas a captar nutrientes da
atmosfera ou nutrientes oriundos da vegetacdo morta que se depositam de forma lenta
no solo (AZEVEDO et al., 2014). Devido a esses fatores as plantas tendem a buscar a
cooperagao com outros organismos que se encontram no solo, como fungos e bactérias
que realizam a captacdo de nutrientes como o nitrogénio (N), ou que promovem um
melhor crescimento radicular e aéreo (FREIRE et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2009;
AZEVEDO et al., 2014).

2.2 - TAXONOMIA DO GENERO Trichoderma
Persoon descreveu as primeiras espécies de Trichoderma em 1794: T. viride, T.

globosum, T. flavum e T. dubium. Contudo, seu tratamento taxonémico ndo possuia

resolucdo e todas as espécies escontradas apoes Persoon foram identificadas como T.
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viride. Em 1969 Rifai em sua monografia do género Trichoderma adotou o conceito de
espécies agregadas e prop0s a existéncia de nove agregados de espécies ou complexos
de espécies. Posteriormente, Bissett (1984, 1991% 1991°, 1991°) revisou os agregados
de espécies de Rifai, analisando sua morfologia, macro e microscopicas, e dividiu o
género em cinco sec¢des: Longibrachiatum, Pachybasium, Trichoderma, Saturnisporum,
Hypocreanum e algumas linhagens solitéarias, defendendo a existéncia de 27 espécies
morfolofdgicas.

Com o surgimento das ferramentas moleculares muitas questdes taxonémicas
foram resolvidas dentro das secfes propostas por Bisset e, naturalmente, outras
surgiram. Kindermann et al. (1998), foram os primeiros a utilizarem ferramentas
moleculares para resolver questdes evolutivas e taxondmicas do género Trichoderma.
Eles utilizaram sequéncias das regides espacadoras internas transcritas 1 e 2 do operon
dos RNAs ribossomais e encontraram algumas incongruéncias entre a filogenia
molecular baseada no ITS1 e 2 e a classificagdo morfoldgica das espécies de
Trichoderma. Alguns anos depois, Druzhinina et al. (2005), propuseram pela primeira
vez uma metodologia direta para identificacdo das espécies de Trichoderma utilizando o
ITS como barcode do género associada a uma plataforma online exclusiva para
Trichoderma. Posteriormente, com o crescente numero de espécies de Trichoderma
descritas a regido ITS se mostrou pouco informativa para separar espécies afins dentro
de algumas sec¢des. Assim, outras regides gendmicas passaram a ser usadas para elucidar
as relacOes filogenéticas entre as espécies de Trichoderma, como o RNA 18S e 28S,
TeF1, actina (act), calmodulina (calm), entre outras (KULLNIG-GRADINGER et al.,
2002; CHAVERRI et al., 2003; DRUZHININA, et al., 2005). Dentre estas novas marcas
moleculares o TeF1 era a que possuia uma maior resolugdo filogenética, portanto ela
passou a ser reconhecida como o DNA barcode desse género (JAKLITSCH 2009, 2011,
2015; CHAVERRI et al., 2015; KUBICEK, et al., 2008). O uso da filogenia molecular
na distincdo de espécies foi particularmente importante no género Trichoderma pois
existem grandes complexos de espécies cripticas, ou seja, impossiveis de serem
distinguidas morfologicamente (CHAVERRI et al., 2015; DRUZHININA et al., 2010;
SAMUELS et al., 2010; KUBICEK et al., 2008).

Seguindo as diretrizes do Codigo Internacional de Nomenclatura (ICN) para algas,
fungos e plantas (Codigo de Melbourne, Art. 14.13), 254 nomes de espécies de
Trichoderma foram aceitos em 2015 (BISSETT et al. 2015 ). Atualmente, s&o
reconhecidas mais de 300 espécies de Trichoderma e, recentemente, HU et al. (2019)
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sugeriram que o0 numero de espécies ainda ndo descritas desse género é pelo menos o
dobro do nimero de espécies conhecidas (CHEN & ZHUANG, 2017; QIN, &
ZHUANG, 2017;).

2.3 - IMPORTANCIA DO GENERO Trichoderma

Muitas das enzimas produzidas pelas industrias sdo de origem fungica, sendo o
género Trichoderma um dos maiores produtores (ORLANDELLI et al.,, 2012;
SAMUELS, 1996; KUMAR et al., 2012). Espécies desse género sdo utilizadas para a
producdo de farmacos, comidas, tecidos, tintas, bioetanol e no controle bioldgico contra
fitopatdgenos e/ou como promotores de o crescimento vegetal (SLATER et al., 1967;
SONG et al.,2019; JIA et al., 2019; CHAVERRI et al., 2015; BRIAN et al., 1946;
SILVA et al., 2019; CARVALHO FILHO, et al., 2008). As espécies T. polysporum e T.
inflatum produzem um imunossupressor denominado ciclosporina A (CsA), que regula
as respostas das células T. Esse mecanismo de acdo quando suprimido pode auxiliar no
tratamento de diferentes quadros hospitalares, sendo eles, doengas reumaticas,
esquizofrenia, diabetes e no transplantes de 6rgdos (KUNII et al., 2019; MOON et al.,
2019., UTINE et al., 2019).

T. harzianum, T. viride, T. virens, T. asperellum, entre outros, sdo capazes de
produzir certas enzimas como a quitinase, Xilanase e outras celulases que possuem
diversas aplicacbes agroindustrias (FELSE et al., 1999; LIU et al., 2006; ABD-AZIZ et
al., 2008; LI et al., 2019). Espécies de Trichoderma também séo usadas como agente de
biocontrole contra fungos fitopatogénicos como Fusarium oxysporum, responsavel por
causar a murcha ou amarelecimento em plantas, e Sclerotinia sclerotiorum causadora do
mofo branco em soja. Além disso, espécies de Trichoderma s&o utilizadas no controle
bioldgico de nematoides (FERREIRA et al., 2008).

Devido a sua importancia bésica e aplicada existe um esfor¢o sistematico da
comunidade cientifica em estudar e explorar a diversidade taxonémica de Trichoderma
e nos ultimos cinco anos foram descritas 71 novas espécies desse género (QIAO et al.,
2018). Contudo, ainda existe uma escassez de dados sobre diversidade geneética e
taxonbémica do género Trichoderma nos ecossistemas brasileiros, dentre eles as

restingas.
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Capitulo 1: Diversidade genética e taxonomia de fungos
filamentosos celuloliticos do género Trichoderma da restinga de
Guaibim, Bahia.
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SALES, Lucas Souza, Universidade Federal do Reconcavo da Bahia de 20109.
Diversidade genética e taxonomia de fungos filamentosos celuloliticos do género
Trichoderma da Restinga de Guaibim, Bahia. Orientador: Phellippe Arthur Santos
Marbach. Co-Orientadora: Jackeline Pereira Andrade.

RESUMO

O género Trichodema possui atualmente mais de 300 espécies descritas nos registros
bibliogréaficos, e esse nimero vem aumentando devido a capacidade de acesso a essa
biodiversidade fangica. Além disso, esse género possui uma grande aplicabilidade
biotecnologica em diferentes setores, aumentando assim o0 interesse em novas espécies e
em seu potencial desconhecido. O objetivo desse trabalho foi estudar a variabilidade
genética de 36 isolados celuloliticos do género Trichoderma coletados na Mata
Periodicamente Inundada da restinga de Guaibim, Bahia e realizar a identificacdo
molecular desses fungos. A extracdo do DNA foi realizada utilizando o método CTAB
usando culturas crescidas em Agar Extrato de Malte (MEA) 20 % e incubadas em BOD
a 28 °C por um periodo de 4 dias. A diversidade genética dos isolados foi analisada por
meio do BOX-PCR. O estudo de diversidade genética usando o primer BOX A 1R
mostrou a existéncia de 27 perfis genéticos distintos entre os 38 isolados de
Trichoderma analisados, sendo um perfil genético representado por quatro isolados, oito
perfis representados por dois isolados e 18 perfis representados por um isolado. Estes
isolados ficaram distribuidos em dois grupos distintos no dendrograma de similaridade
genética obtidos pelo método de agrupamento UPGMA e coeficiente Jaccard a partir
dos perfis genéticos do BOX-PCR. A identificacdo molecular de 17 isolados feita a
partir do sequenciamento de regides dos genes teF1 e RPB2 mostrou que eles sdo
relacionados com espécies dos Clados Spirale, Viride, Hypocreanum, Harzianum e
Polysporum e que alguns isolados sdo potencialmente novas espécies.

Palavras-chaves: Biodiversidade, Fungo, Restinga.
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Restinga, Bahia. Orientador: Phellippe Arthur Santos Marbach. Co-Orientadora:
Jackeline Pereira Andrade.

ABSTRACT

The genus Trichodema currently has more than 300 species described in bibliographic
records, and this number has been increasing. Moreover, this genus has great
biotechnological applicability in different sectors, thus increasing the interest in new
species and their unknown potential cellulolytic. The objective of this work was to
study the genetic variability of 36 Trichoderma isolates collected from the Periodically
Flooded Forest of Guaibim restinga, Bahia and to identify these fungi molecularly.
DNA extraction was performed using the CTAB method using cultures grown on 20%
Malt Extract Agar and incubated at 28 ° C for a period of 4 days. The genetic diversity
of the isolates was analyzed by BOX-PCR The genetic diversity study using the BOX A
1R primer showed 27 distinct genetic profiles among the 38 Trichoderma isolates
analyzed, one genetic profile represented by four isolates, eight profiles represented by
two isolates and 18 profiles represented by one isolate. These isolates were distributed
in two distinct groups in the genetic similarity dendrogram obtained by the UPGMA
clustering method and Jaccard coefficient from the BOX-PCR genetic profiles. RPB2
has shown that they are related to species of the Spirale, Viride, Hypocreanum,
Harzianum and Polysporum clades and that some isolates are potentially new species.

Keyword: Biodiversity, Fungus, Restinga
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3 INTRODUCAO

A restinga esté presente em diferentes regiGes da costa brasileiras e possui uma grande
biodiversidade (ZICKEL et al., 2004). Porém, essa diversidade vem sendo ameacada
por acBes antropicas (ROCHA et al., 2009). A destruicdo das restingas devido a acao
antropogénica é preocupante, uma vez que esse ecossistema possui diversas espécies
endémicas e relictuais originadas de ecossistemas adjacentes durante seu processo de
formacdo e que ndo sdo mais encontradas em seus ecossistemas de origem (FREIRE,
1990). Esse inforttnio vem sendo observado na restinga de Guaibim, onde ocorre uma
forte especulacdo imobilidria, seguida de uma massiva retirada ilegal de areia
(ANDRADE et al., 2010; AYRES et al., 1994; ROCHA et al., 2009). Essa mineracao
ilegal dentro de uma éarea de preservacdo ambiental reflete qudo equivocada é a
aplicacdo das leis de protecdo ambiental (SILVA & SARAIVA, 2018). Essa exploracédo
antrdpica que acontece na restinga acarreta na perda da biodiversidade dessa regido o
que justifica intensificar estudos sobre a diversidade bioldgica nesse ecosistema, em
todos os niveis taxondmicos (FRAGA et al., 2010; DE SA et al., 2002; AMORIM et
al., 2007).

Existe uma escassez de estudos sobre a diversidade e potencial biotecnoldgico
da microbiota das restingas uma vez que a maioria dos estudos que envolve diversidade
bioldgica das restingas estdo relacionados com a sua flora e da fauna (MARTINS et al.,
2008; ZICKEL et al., 2004; ROCHA et al., 2009; MARTINS, 2012). Todavia, fungos
filamentosos como o género Trichoderma sdo responsaveis pela mineralizacdo da
matéria organica vegetal e biodisponibilizacdo dos seus nutrientes para a comunidade
microbiana do solo e para as plantas. Esse papel ecoldgico da comunidade de fungos
filamentosos € particularmente importante nas restingas visto que o solo desses
ecossistemas é pobre em nutrientes. Além disso, o género Trichoderma é possui grande
relevancia biotecnoldgica, pois sdo produtores de enzimas e metabdlicos secundarios de
importancia uso industriais (FELSE & PANDA, 1999), além de varias espécies desse
género serem usadas no biocontrole contra fitopatdgenos (MOKHTARI et al., 2018;
KONAPPA et al., 2018; HEO et al., 2018; ABBASI et al., 2016; RIBERA et al., 2017).
Portanto este trabalho teve como objetivo estudar da diversidade genética de isolados do
género Trichoderma oriundos da serapilheira da Mata periodicamente Inundada da

restinga de Guaibim, Bahia.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Extracdo de DNA

Foram realizadas extracdo de DNA de 38 isolados do género Trichoderma da
restinga da APA de Guaibim utilizando o protocolo de Doyle e Doyle (1990)
modificado. Ap6s o periodo de crescimento, o micélio foi macerado dentro de um
almofariz com nitrogénio liquido. Em seguida, foi adicionado 1,0 mL do tampéo de
extracdo (CTAB) aquecido em banho-maria a 60 °C onde foi macerado novamente até
aparentar homogeneidade, em seguida o material foi transferido para um tubo do tipo
eppendorf de 2,0 mL. Os tubos foram incubados em banho-maria a 65 °C por 30
minutos onde hd cada 10 minutos foram agitados manualmente. Em seguida,
acrescentados 650 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (ClA-24:1) e misturados
manualmente até formar emulsdo. Apds formacdo de emulsdo os tubos foram
centrifugados a 13.523 rcf por 5 minutos, esse processo foi realizado 3 vezes e em cada
“lavagem” 0 sobrenadante era recuperado. ApoOs a recuperacdo do sobrenadante um
volume igual de isopropanol gelado foi adicionado e em seguida a amostra foi colocada
por 10 min em um ultrafreezer (— 80 °C). Ap0s esse periodo, a amostra foi centrifugada
e 0 sobrenadante descartado. O pellet formado foi lavado duas vezes com etanol 70 %, e
levado para ser secado em temperatura ambiente em uma estufa previamente estéril e
ligada, visando reduzir as chances de contaminacdo. Apds a secagem o pellet foi
ressuspendido em 49 pL de TE contendo 0,30 pg. mL™ de RNase em concentracéo
final, a amostra foi incubada por 30 minutos em banho-maria a 37° C para a

ressuspensdo do DNA e acdo enzimatica da RNAse.
4.2 Estudo de variabilidade genética

Para a analise de variabilidade genética foi utilizada a técnica Rep-PCR, baseado
na amplificacdo DNA de elementos BOX PCR. Na amplificagdo dos elementos BOX
foi utilizado o primer BOXA 1R (5’- CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3°).
Todas as reages de BOX-PCR tiveram um volume final de 25 pl, contendo: 10X PCR
buffer (2,5 pL), DNA (1,5 pL), 0,25 mM MgCI2 (6,0 pL), 2 mM dNTP (7,1 pL),
Primer 0.8 pmol/ uL BOXA (5,0 pL), uma unidade de 5 U/ pL Taqg polimerase (0,2) e

agua mili-Q ( 2,5 pL). A programacao usada para a execucdo dessa reagdo foi feita no
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Termo Ciclador nas seguintes condigdes: desnaturacgéo inicial de 94 °C (5min), 10 ciclos
de 94 °C (1min), 40 °C (40s), 72 °C (1min), com extensdo final de 72 °C (10min) e
outro ciclo, com: desnaturacéo inicial de 94 °C (5min), 30 ciclos de 90 °C (1min), 48 °C
(30s), 72 °C (1min), com extensdo final de 72 °C (10min). Os fragmentos amplificados
foram separados por eletroforese em gel de agarose 2,0 % por 3 horas a 60W e em
seguida os géis foram fotodocumentados. Posteriomente foi feito uma matriz de
distancia binaria no programa Microsoft Office Excel 14.0 (Office 365), atribuindo 0
para a auséncia de marca molecular e 1 para a presenca. O programa P.A.S.T versao
3.20, foi utilizado para construcdo do dendrograma empregando o coeficiente de
Jaccard e 0 método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA).
Apo6s a construcdo do Dendrograma foram selecionados alguns isolados para a

amplificacdo, purificacdo e sequenciamento do gene teF1 e RPB2 .

4.3 - Amplificagdo e sequenciamento

A amplificacdo e sequenciamento de regifes dos genes RPB2 e teF1 foram
realizados utilizando os primers fRPB2-5F — 5’ - (GAY GAY MGW GAT CAY TTY
GG) - 3° e fRPB2_7cR — 5> — (CCC ATR GCT TGY TTR CCC AT) — 3’ (LIU et
al.1999; CHAVERRI & SAMUELS, 2003.), para amplificacdo do RPB2, os primers F-
TEF1-728 F (5 CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG 3’) e TEF1-LLErev (5 AAC
TTG CAG GCA ATG TGG 3’) para a amplificacido do teF1 (JAKLITSCH &
VOGLMAYR, 2015; DRUZHININA et al., 2005). A reacdo final para a amplificacéo
dessas regides foi de 25 uL, contendo: &gua ultrapura altoclavada, 0,25 mM dNTP, 2
mM MgCI2, 0.8 pmol dos iniciadores TEF1-728 foward e TEF1-LLErev reverse, 1U
taq polimerase e 10 ng de DNA do fungo. A programacéo usada para a execugdo dessa
reacdo foi feita no termo ciclador nas seguintes condicdes, para RPB2: desnaturacédo
inicial de 95 °C (10min), 40 ciclo de 94 °C (30s), 50 °C (30s), 72 °C (1min), extenséo
final de 72 °C (10min) (CHAVERRI & SAMUELS, 2003). A programagéo para o teF1,
iniciou com a desnaturagéo inicial com 94 °C (5min), com 40 ciclos de 94 °C (45s), 52
°C (30s), 72 °C (90s), com extenséo final de 72 °C (6min). Os produtos da PCR foram
purificados utilizando o kit comercial GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
GE Healthcare e todos os processos de confirmacdo da amplificacdo e purificacdo
foram feitos em eletroforese em gel de agarose a 1% e em seguida foram enviados para
serem sequenciados na empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Centro de
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Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico AB
3500 Genetic Analyzer com capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied Biosystems).
As sequéncias foram editadas no programa Chromas 2.6.2 (Technelysium DNA

Sequencing Software).
5 RESULTADOS

O BOX-PCR realizado com os isolados de Trichoderma apresentou
polimorfismo e o tamanho dos fragmentos amplificados ficou entre 200-1000pb. O
numero de marcas moleculares produzidas variou entre 5 e 9 nos diferentes isolados de
Trichoderma. Foram obtidas 30 marcas moleculares polimorficas (Figuras 1).

Foram obtidos 27 perfis genéticos distintos, sendo, 1 perfil representado por 4
isolados, 8 perfis diferentes com dois isolados cada e 16 perfis Unicos representados por
apenas um unico isolado. Nao foi observada uma relacdo entre a topologia do

dendrograma e local onde os isolados foram obtidos (Figura 2).

C- TROIMTS TRO2MTS TRO3MTS TRO4MTSTROBMTSTROBMTS TRO7MTSTRO7MTS TR13MTSTR17MTS M
P < _ ~—

R

Figura 1: Amplificacdo do elemento BOX dos isolados de Trichoderma da regi de
Mata Sul (MTS).
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Figura 2: Dendrograma dos isolados do género Trichoderma gerado a partir do
marcador molecular BOX com a identificagdo do perfil (p), demonstrando a formagéo
de distintos grupos com similaridade abaixo de 30%.
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Dezessete  isolados com perfis genéticos distintos foram  selecionados para
identificacdo molecular via para a amplificacdo e sequenciamento de regides dos gene
teF1 e RPB2, esse isolados foram: TROSMONP', TR1.IMTNSP™, TRL.MTN®,
TR3.2MONP*, TR4.1IMONP®™, TR4.2MON™, TRCAMP® TR1.IMON"’, TR24MTS"*®,
TR3.1IMONPY| TR04", TR17MTS™®,  TRO4MTSP, TRO6MTSP?,
TR13MTSP?® TROIMTSP?, TRO3P. As sequéncias de nucleotideos dos genes teF1 e
RPB2 dos isolados de Trichoderma foram comparadas com as sequéncias depositadas
nas bases de dados do NCBI utilizando o programa BLASTN. Conforme os resultados
dessa analise os isolados TROSMONP!, TR1.IMTNS™, TR1.2MTN" TR3.2MONP*
TR4.2MON™ , TRO6MTSP?, TR13MTSP?*, TROIMTSP#, TR03 sdo relacionados com
T. spirale, os isolados TR17MTSP?® e TRO4AMTSP?* sdo relacionados com T. sparsum,
os isolados , TR24MTSP*®, TR3.IMONPY" e TR04P? s&o relacionados com T. breve o
isolado TR4.1IMONP® & relacionado com T. confluens e o isolado o isolado TRCAMPY
é relacionado com T. paratroviride o isolado TR1.IMONP" ¢é isolado com T.
minutisporum. Dessa forma, os isolados identificados estdo distribuidos nos clados
Viride, Hypocreanum, Spirale, Harzianum, Polysporum, do género Trichoderma (Tabela
1). Devido a presenca de dois fragmentos do teF1 na espécie tipo de T. spirale
(DAOM:183974) foi necessario realizar dois blastn. O fragmento do gene de maior
identidade (Max Ident.) e cobertura (Cobert.) corresponde a regido éxon e a regido com

menor identidade e menor cobertura a regido intron.

Tabela 1 — Identificacdo molecular via BLASTn do isolados de Trichoderma
utilizando teF1 e RPB2, em comparacdo com as espécies tipo mais proximas

registradas no NCBI.

Fragmento Cobert. Max N° de

Isolados Genes (bp) (%) Ident. Tipo Identificacéo Acesso Clado
(%) GeneBank
teF1 1249 50 99.68 : AF534626.1

TRO5MON™ Trichoderma 1, )\ 501183974 Spirale
38 96.91 spirale EU280049.1
teF1 1255 50 99.68 : AF534626.1

TR1.IMTN®® Trichoderma 1, ) y\1.183974 Spirale
38 97.74 spirale EU280049.1
teF1 1257 50 99.68 : AF534626.1

TRL.2MTN" Trichoderma 1, 501183974 Spirale
38 96.93 spirale EU280049.1
TR3.2MONP*  teFl 1179 47 99.64 Trichoderma DAOM:183974 AF534626.1
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40 97.11 spirale EU280049.1 Spirale
TRa.1MON®  €F1 1361 76 o938y lnichoderma . nc014993  KT001959.1
confluens Hypocreanum
TR4.2MON™ teF1 1170 88 99.68 Trichoderma DAOM:183974 EU280049.1
' ' spirale ) Spirale
TRCAMP  [€F1 1272 98  o9g20 lnichoderma - oqi40i00  Kipe5627.1 y
paratroviride Viride
TRL.IMON" €F1 820 60 9235 lnichoderma . n\es060  kipese121 L olsPorum
mlnutlsporum
TR2amTS™e  €F1 824 100  99.76 grréfg"derma HMAS:248844 KY688045.1  arzianum
TR3.IMON" (€F1 812 100  99.88 grréfg"derma HMAS:248844 KY688045.1  arzianum
TRog®  [eFl 81 100  99.87 g:g;"derma HMAS:248844 KY688045.1  arzianum
TRi7MTS?  €F1 1303 99  op33 lrichoderma .\, q073750  KU529136.1 .
sparsum Viride
TRoaMTS?  [€F1 1303 100 9825 Ivichoderma . nc573759  KUS529136.1 .
sparsum Viride
. Irale
38 9711 spirale EU280049.1 P
- 003 DAOM 183974
79 99.78 Ig;fggderma AF545553.1 Spirale
p25
TRI3MTS teF1 901 50  99.68 Trichoderma AF534626.1 Soirale
38 97.66 Spirale EU280049.1 ol
: DAOM 183974 :
RPB2 903 78 9967 l|richoderma AF545553.1 .
spirale Spirale
teF1 1248 50 99.68 : AF534626.1
TROIMTS™ Tr.'ChIOderma DAOM 183974 Spirale
38 0689 spirale EU280049.1
teF1 1257 50 99.68 : AF534626.1
TRO3? Trichoderma 1, 31 183974 Spirale
38 97.75 spirale EU280049.1
6 DISCUSSAO

Os marcadores genéticos sdo usados para estudar diversidade genética de

microrganismos desde os anos 1980. Stern et al. (1988), demonstraram a presenca de
DNA repetitivo em Salmonella typhimurium surgindo o primeiro fingerprint em nivel
molecular para microrganismos, 0 REP (Repetitive Extragenic Palindromic). A técnica
de RAPD (random amplified polymorphic DNA) foi inicialmente desenvolvida por
Williams et al. (1990) simultaneamente Welsh e McClelland (1990) Mais tarde Hulton,
Higgins e Sharp (1991) descreveram a presenga de um novo elemento repetitivo em
Escherichia  coli,  Salmonella enterobacteria

typhimurium e (Yersinia

pseudotuberculosis, Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae) o ERIC (Repetitive
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Intergenic Consensus) e em 1992 o marcador molecular BOX-PCR foi descrito para
Streptococcus pneumoniae por Martin, et al. (1992).

Esses marcadores sdo utilizados na caracterizagdo da diversidade genética de
microrganismos sejam eles eucariotos ou procariotos, uma vez que sdo regifes que
possuem uma alta taxa de conservacao e estdo distribuidas de maneira generalizada nos
genomas desses organismos. Esses marcadores moleculares tem sido utilizados como
fingerprint para distinguir espécies ou mesmo cepas de uma espécie, uma vez que as
chances de microrganismos ndo relacionados filogeneticamente terem o mesmo perfil
genético sdo minimas (CLAVERYS et al., 1998; VERSALOVIC et al., 1993; MISHRA
et al., 2013, 2015; BILUNG et al., 2018; CHEN et al., 2013; YOKE-KQUEEN et al.,
2013; WEISING, 1994). Desse modo, esses marcadores genéticos sdo utilizados para a
caracterizacdo da diversidade genética de diversos microrganismos, visando tanto a
diferenciacdo das espécies na genotipagem ou para triagem bacteriana ou fungica
(WONG & LIN, 2001; VAN BELKUM et al., 2001; ZHU et al., 2001). Nesse estudo os
elementos BOX demonstraram serem capazes de distinguir geneticamente isolados de
Trichoderma da restinga de Guaibim, BA. Esse resultado também foi observado por
outros pesquisadores, 0 que corrobora eficacia que esses elementos possuem (MISHRA
et al., 2015, REDONDO et al., 2009; ANDRADE et al., 2010; RAI et al., 2016;
KASHYAP et al., 2015, 2016; ).

O gene inicialmente proposto para ser o barcode de Trichoderma foi 0 ITS1 e 2
por Druzhinina et al. (2005), porém, mais tarde esse marcador mostrou-se incapaz de
elucidar as relacdes filogenéticas de espécies estreitamente relacionadas desse género.
Jacklist et al. (2006 #; 2006 ° ; 2009, 2015) propds que algumas regides do gene teF1
fossem utilizadas, uma vez que 0 mesmo possui regides com variagcbes que permitem
tanto a diferenciacdo entre isolados, quanto para a utilizacdo em andlises filogenéticas.
Devido a esse historico, nesse estudo o teF1 foi utilizado como DNA barcode para
identificar os isolados do género Trichoderma a nivel de espécie. (DRUZHININA et al.,
2005;; QIN & ZHUANG, 2016; JANG et al., 2017; DU PLESSIS et al., 2018; ZHANG
& ZHUANG, 2018; QIAO, 2018; LI et al., 2018; ZHU & ZHUANG, 2018). O gene
RPB2, também ¢ utilizado de forma na identificacdo molecular e filogenia de
Trichoderma, mas seu poder discriminatorio é inferior ao teF1 (ZENG & ZHUANG,
2019; PARK et al., 2006).

Nesse estudo os isolados identificados molecularmente sdo relacionados com

espécies dos Clados Viride, Hypocreanum, Polysporum e Harzianum e
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predominantemente do clado Spirale. Na maioria dos estudos sobre diversidade de
Trichoderma em amostras ambientais, espécies pertencentes ao clado Viride estdo entre
os isolados predominantes (JAKLITSCH & VOGLMAYR, 2015; HU et al., 2019; SUN
et al., 2012; ZHANG et al., 2005; JIANG et al., 2016). O clado Viride, antes secédo
Trichoderma, é um dos maiores e mais diverso dentro de Trichoderma, levando o nome
da espécie discrita por Persoon (1794). T. viride, passou por varias classificaces e
atualmente é reconhecido como um complexo de espécie que é subdivido em seis
subclados (JAKLITSCH & VOGLMAYR, 2015). As espécies desse clado possuem uma
distribuicdo cosmopolita e estdo presente em diferentes habitats, elevando assim as
chances de serem encontrados em diferentes estudos sobre biodiversidade fangica. As
espécies do clado Hypocreanum foram descritas por Bissett (1991) e revisadas por
Overton et al. (2004 , 2006), a maioria dessas espécies foram descritas inicialmente
como telomorfos e inseridas no clado Hypocreanum e seus anamorfos no clado
Trichoderma. As espécies do clado Hypocreanum possuem conidios de tamanhos e
formas varidveis, com estromas pseudoparenquimatoso e conidioforos variando em
acremonio, verticilium e trichoderma. Overton et al (2006) denominaram esse
conidioforo como Hypocreanum. O clado Hypocreanum é intimamente relacionado com
o clado Trichoderma e as relacGes taxonémicas das espécies desses clado ainda ndo esta
resolvida (Overton et al., 2004; Overton et al., 2006; Jaklitsch & Voglmayr, (2015).

O Clado Spirale inclui as espécies T. longisporum, T. hunanense e T. spirale.
Tanto T. longisporum como T. hunanense foram isolados de solo e T. spirale, foi isolado
de solo e é endofitica de Theobroma cacao (BISSETT, 1991; CHEN & ZHUANG,
2017). Os isolados identificados neste estudo sé&o predominantemente relacionados com
T. spirale. Estes isolados sé@o provenientes da serapilheira da mata periodicamente
inundada da Area de Protecdo Ambiental de Guaibim, BA, logo, eles ja poderiam estar
presentes nos 0rgdo vegetais senescentes como endofiticos das plantas ao inves de terem
colonizado esses 6rgdo apds sua senescéncia. Dessa maneira a predominancia de
isolados relacionados com T. spirale neste estudo pode estar relacionada com a ecologia
das espécies desse clado, demonstrando ser uma caracteristica preservada dentro desse
clado recém-descrito. Isolados relacionados com T. spirale também foram
predominantes entre as especies de Trichoderma associadas a raiz de pinheiro dentro de
anéis de crescimento de Tricholoma matsutake, um fungo ectomicorrizico (OH et al.,

2018). Estes resultados indicam que a diversificacdo dos substratos em que sdo feitos
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estudos de diversidade fungica pode contribuir para expandir o conhecimento sobre a

diversidade de espécies do género Trichoderma.

7 CONCLUSAO

O perfil genético obtido com o BOX-PCR dos isolados analisados indicam que eles
representam 28 provaveis espécies diferentes do género Trichoderma e que 14 isolados
representam espécies ndo descritas do clado Spirale, Viride, Polysporum, Harzianum e
Hypocreanum, oriundo da restinga de Guaibim, BA.
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Capitulo 2: Prospectando a diversidade escondida de espécies nas

bases de dados do NCBI: Clado Spirale como estudo de caso.
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RESUMO

T. spirale foi descrita por Bisset em 1991 e foi considerada uma espécie de linhagem
solitéria até 2017, quando as espécies relacionadas T. hunanense e T. longisporum foram
descritas e criado o clado Spirale. No entanto, existem dezenas de sequéncias utilizadas
na identificacdo molecular de Trichoderma, como RPB2 e teF1, depositadas no banco
de dados do Centro Nacional de Informacdo Biotecnoldgica (NCBI) identificado como
pertencente ao T. spirale. Essas sequéncias foram obtidas a partir de isolados obtidos em
3 continentes diferentes, sugerindo que T. spirale tem uma distribuicdo mundial. Este
estudo foi realizado para verificar se T. spirale tem uma grande diversidade ou se essas
sequéncias de nucleotideos representam novas espécies dentro do clado Spirale. Um
alinhamento madaltiplo foi feito com todas as sequéncias teFl de Trichoderma
depositadas nas bases de dados NCBI mais o teF1 das cepas Trichoderma TROIMTSP?,
TRO6MTSP?? e TR1I3MTSP? isoladas da Restinga de Guaibim, BA, Brasil. Todas as
linhagens identificadas como espécies do clade Spirale e as linhagens TROIMTSP?,
TRO6MTSP?? e TR13MTSP? cairam em um clado na &rvore Maxima Verossimilhanca,
obtida pelo alinhamento multiplo de teF1. A identidade teF1 das sessenta e trés cepas
identificadas como T. spirale variou de 93,63 a 100,00% quando comparada com o teF1
do tipo de T. spirale. A identidade teF1 das cepas TROIMTSP?, TROBMTSP? e
TR13MTSP?® com o teF1do tipo de T. spirale, 96.89, 97.11 e 97.66%, respectivamente,
e eles sdo morfologicamente distintos de T. spirale, possuindo conidioforos do tipo
verticillium e trichoderma com conidios ovoides, elipsoidais e as vezes apiculados,
diferente de T. spirale, que possui conidiéforo do tipo pachybasium e conidios
elipsoidais, além das diferencas morfologicas os isolados descritos nesse estudo difere
fisiologicamente de T. spirale em sua amplitude de crescimento e taxa de crescimento.
Além disso, é descrito & presenca de variagdes morfoldgicas intra-espécifica dentro dos
isolados analisados. Dessa forma, analise da arvore filogenética de teF1 usando esses
valores de identidade indica que o teF1 das sequéncias de T. spirale depositadas no
banco de dados NCBI representam pelo menos nove novas espécies ndo descritas
pertencentes ao clado Spirale.

Palavras — chave: Trichoderma spirale, filogenia, tefl
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ABSTRACT

The T. spirale type was described by Bisset in 1991 and was considered unique in its
clade until 2017, when the related species T. hunanense and T. longisporum were
described and created the Spirale clade was created. However, there are dozens of
sequences used in molecular identification of Trichoderma, such as RPB2 and teF1,
deposited in the database of the National Biotechnological Information Center (NCBI)
identified as belonging to T. spirale. These sequences were obtained from isolates
obtained in three different continents, suggesting that T. spirale has a worldwide
distribution. This study was performed to verify if T. spirale is indeed diverse or if these
nucleotide sequences represent new species within the Spirale clade. A multiple
alignment was constructed with all teF1 sequences of Trichoderma deposited in the
NCBI databases plus the teF1 of the Trichoderma strains TROIMTSP?, TRO6MTSP?
and TR13MTSP? isolated from litter of the Restinga of Guaibim, BA, Brazil. All strains
identified as species from the Clade Spirale and the strains TROIMTSP*, TRO6MTSP?
and TR13MTSP? fell into a clade in the Maximum Likelihood tree obtained using the
multiple alignment of teF1. The teF1 identity of the sixty-three strains identified as T.
spirale ranged from 93.63 to 100.00% when compared to T. spirale type teF1. The teF1
identity of the TROIMTSP?!, TRO6MTSP? and TR13MTSP? strains with the T. spirale
type teF1 strains, 96.89, 97.11 and 97.66%, respectively, and they are morphologically
distinct from T. spirale, having verticillium and trichoderma conidiophores with
ellipsoid conidio, and sometimes apiculate, unlike T. spirale, which has pachybasium
conidiophore and ellipsoidal conidio, besides the morphological differences the isolates
described in this study differ physiologically from T. spirale in their amplitude of
growth and growth rate. Furthermore, it is described the presence of intraspecific
morphological variations within the isolates analyzed. Thus, analysis of the teF1l
phylogenetic tree using these identity values indicates that the teF1 of T. spirale
sequences deposited in the NCBI database represent at least nine new undescribed
species of the Spirale clade.

Key words: Trichoderma spirale, phylogeny, teF1
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1 INTRODUCAO

Trichoderma spirale foi descrito por Bissett em 1991 em uma revisdo da se¢édo
Pachybasium. O tipo da espécie foi isolado do solo da Tailandia e a caracteristica
morfolégica mais marcante dessa espécie € seu principal eixo de conidi6foros em
espiral com seu alongamento apical estéril sem ramos férteis perto do apice. Devido a
essa caracteristica Bissett cunhou o epiteto dessa espécie de spirale. Mais tarde Chaverri
et al. (2003) redescreveram essa espécie analisando além da sua morfologia, sua
filogenética e fisioldgica. Jang et al. (2017) faz o primeiro registro dessa espécie na
Coreia do Sul.

Desde entdo, trabalhos sobre a taxonomia e filogenia desse género revelaram
que T. spirale ndo possuia relacdo evolutiva proxima com nenhuma outra espécie de
Trichoderma até recentemente, quando Chen & Zhuang, (2017) descreveram duas
espécies, T. hunanense e T. longisporum, filogeneticamente relacionada com T. spirale e
denominaram o grupo filogenético formado por elas de clado Spirale. As espécies desse
clado foram isoladas do solo inclusive T. spirale, que mais tarde também foi encontrado
como endofitico de Theobroma cacao (BAILEY et al., 2008). O clado Spirale ndo é
filogeneticamente relacionado com outros clados na filogenia do género Trichoderma.
Esse clado é basal na filogenia molecular combinada com RPB2 e teFl dos
Trichodermas verdes indicando que esse tdxon é uma linhagem primitiva dentro deste
grupo de espécies de Trichoderma (CHEN & ZHUANG, 2017). As caracteristicas
compartilhadas pelas espécies desse clado e que as distinguem das demais espécies de
Trichoderma verdes sdo a presenca de pustulas com prolongacBes de hifas e
conidiéforos sinuosas estéreies, simples ou poucas vezes ramificadas, presenca de
conidios elipsoidais e producdo de pigmento amarelo no meio de cultura (CHEN &
ZHUANG, 2017).

Apesar do clado Spirale de ser um dos menores grupos taxondémicos do género
Trichoderma existem centenas de sequéncias de nucleotideos de RPB2 e teFl
depositadas na base de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
de isolados identificados T. spirale. Estes isolados sdo oriundos de diferentes regides da
Europa, Asia, América do Sul e Central e do Norte o que remete a duas hipGteses ou T.
spirale possui uma distribuicdo mundial e grande diversidade genética ou estas

sequéncias de nucleotideos sdo oriundas de espécies erroneamente identificadas como T.
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spirale e representam novas espécies dentro do clado Spirale. Dessa forma, este estudo
teve como objetivo investigar as relagdes evolutivas de isolados identificados como T.
spirale por meio de andlises filogenéticas de seus genes depositados nas bases de dados
do NCBI.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Recuperacgéo de sequénicas de T. spirale

Todas as sequencias de nucleotideos do gene teF1 depositadas e identificadas como T.
hunanense, T. longisporum e T. spirale foram recuperadas do NCBI. Em seguida foram
recuperadas todas as sequencias de nucleotideos do teF1 de todos os isolados do genéro
Trichoderma para utilizacdo em uma filogenia prévia. Posteriomente foram recuperadas
todas as sequéncias remanescentes relacionadas ao clado Spirale. Por fim foram
recuperadas as sequencias do gene RPB2 disponiveis dos isolados que possuiam teF1
que séo relacionados ao clado Spirale.

2.2 Analises filogenéticas

As sequéncias parciais de nucleotideos dos genes teF1 e RPB2 foram alinhadas
no MAFFT, incluindo as sequéncias do teF1 de Trichoderma sp. TR6MTSP?
Trichoderma sp. TR13MTS"® e Trichoderma sp. TROLMTSP? isolados da serrapilheira
da Restinga da Area de Protecdo Ambiental de Guaibim, BA.

Os alinhamentos multiplos das sequéncias de nucleotideos dos genes teF1l e
RPB2 recuperadas do NCBI, incluindo as obtidas neste trabalho, foram feitos no
programa MAFFT (KATOH et al.,2009) A edicdo dos alinhamentos mdaltiplos, e as
analises filogenéticas foram realizadas no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013)
utilizando o método de Maxima Verossimilhanga, com 1000 bootstraps.

2.3 Caracterizacdo Morfoldgica

As analises morfoldgicas foram realizadas com trés repeticdes no tempo e em
duplicata para cada isolado, utilizado os meios Corn Meal Agar Destrose (CMD) e
Sintético Nutriente-Agar (SNA), a 20 °C por 14 dias, utilizando placa de plastico com
20 ml de meios de cultura. A inoculagéo foi realizada utilizando suspenséo de esporo de



45

1 ml de agar-agua e utilizado 3 pl dessa suspensdo para inoculacdo. Nesse periodo foi
analisada, a cor da col6nia, formacdo do micélio aéreo, tipo de crescimento, inicio da
conidiacdo, inicio da producdo de pustulas, exsudato e pigmentos sollveis. Assim como
sua taxa de crescimento ap0s 72 hs. As caracteristicas microscépicas dos isolados
fangicos foram analisadas em microcultivos em placas de Petri, as laminas foram
preparadas entre 7 e 10 dias com &cido latico e visualizadas utilizando o microscopio
optico. Foi medido o comprimento e largura do ponto mais largo das fialides, largura da
base da fialide, comprimento e largura da célula que origina as fialides, comprimento e
largura dos conidios, comprimento e largura do clamiddsporo e comprimento e largura
das pustulas. Foi observado a conformacdo do conidiéforo. A foto documentagdo das
estruturas microscopicas foram feitas com o microscopico Zeiss Imager. A2 AXIO e

Leica. A foto documentacéo das coldnias foi registrada com camera Canon T6i.

2.4 - Taxa de Crescimento

A taxa de crescimento e as temperaturas foram determinadas segundo Samuels et
al., (2002) e Chaverri (2003). Os isolados de Trichoderma foram inoculados nos meios
de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) e SNA (NIRENBERG, 1976) e cultivados nas
temperaturas 15, 20, 25, 30 e 35°C por 72hs com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12

horas de escuro. Este experimento foi repetido duas vezes.

3- RESULTADOS

3.1 Analises Filogenéticas

Foram recuperados 74 sequéncias de teF1 de isolados relacionados com as
espécies do clado Spirale, destes, 29 isolados também tinham disponiveis sequéncias de
nucleotideos do RPB2, que também foram recuperadas e usadas nas analises
filogenéticas. A identidade dos teF1 de T. spirale recuperadas do NCBI com o teF1 do
tipo de T. spirale variou de 93,51 a 99,41 %, (Figura 1) . Contudo, a maioria deles estéo
distribuidos em clados na arvore filogenética do teF1 nédo relacionados com o clado que
contém o teF1 do tipo de T. spirale (DAOM:183974) e possuem valores de bootstrap
acima de 90, o que indica um alto suporte estatistico (Figura 2). Trichoderma sp.
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TR6MTSP? e Trichoderma sp. TR1I3MTSP? possuem, respectivamente, 97,49 e 97,95
% de identidade com o teF1 do Tipo de T. spirale e estdo em um clado distinto do clado

que contém o tipo dessa espécie (Figura 2).

Numero de isolados

% & P
Figura 1: Mais de 50% das sequéncias teF1 dos isolados identificados como T. spirale

0y >
S o> P

depositados no banco de dados NCBI possuem identidades inferiores a 97% (vermelho)
qguando comparadas com teF1 do isolado tipo T. spirale indicando que esses isolados

foram identificadas incorretamente.

A identidade dos RPB2 de T. spirale recuperadas do NCBI com o0 RPB2 do tipo
de T. spirale variou de 96,99 a 99,78 % indicando que este gene é mais conservado do
que teF1. A maioria dos clados presentes na arvore filogenética do teF1 também estdo
presentes na arvore filogenética do RPB (Figura 3) bem como na arvore filogenética
obtida com o alinhamento maltiplo concatenado do teF1 e do RPB2 (Figura 4). O RPB2
de Trichoderma sp. TREMTSP? e Trichoderma sp. TR13MTSP? possuem 99,78 a 99,66
% de identidade com o RPB2 do Tipo de T. spirale e estdo no mesmo clado na arvore
filogenética do RPB2 (Figura 3).
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Figura 2: Arvore filogenética de maxima verossimilhanca inferida do alinhamento das
sequéncias dos genes teF1, demonstrando em vermelho e amarelo a mesma topologia
apresentada na arvore do gene RPB2. Em verde o Tipo de T. spirale.
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Figura 3: Arvore filogenética de maxima verossimilhanca inferida do alinhamento das
sequéncias dos genes RPB2 construida usando o programa MEGA 6. Os clados também
encontrados na arvore obtida com teF1 sdo destacados em rosa, azul, lilas e amarelo. O

Tipo de Trichoderma spirale esta destacado em verde.
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Figura 4: Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca inferida do alinhamento das
sequéncias dos genes teF1 e RPB2 construida no programa MEGA 6. Isolados com teF1
possuindo identidades inferiores a 98% quando comparadas com teF1 de T. spirale’ sdo
destacadas em verrmelho. Esse ponto de corte é a identidade do teF1 das cepas de
Trichoderma TREMTSP?, TR13MTSP?® e TROIMTSP* com a teF1 da cepa do tipo T.

spirale’
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Figura 5: Arvore filogenética de maxima verossimilhanca inferida usando o

alinhamento multiplo do teF1l de

isolados de Trichoderma filogeneticamente

relacionado com as espécies do Clado Spirale. A topologia da arvore é em grande parte
congruente com a distribui¢do geogréfica dos diferentes isolados.
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3.2 Taxa de Crescimento

o1

A temperatura na qual os isolados tiverem um maior crescimento foi 25-30 °C e
0 menor 15-35 °C. Os isolados Trichoderma sp. TROIMTSP* e Trichoderma sp.
TR13MTSP? tiverem um crescimento maior em BDA do que em SNA, diferente do

isolado Trichoderma sp. TROBMTSP? que o crescimento em ambos 0s meios n&o

diferiu. O isolado Trichoderma sp. TROIMTSP?! apresentou uma taxa de crescimento

superior ao dos outros isolados e Trichoderma sp. TROBMTSP?? a menor entre eles

(Figura 6, Tabela 1).

Trichoderma sp. TROIMTSP?

15 20 25 30 35
=——BDA =—E—SNA
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25

Trichoderma sp. TRO6MTSP?

15 20 25 30 35
=——BDA =—E—SNA
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25

Trichoderma sp. TR13MTSP?®

15 20 25 30 35
—4—BDA —l—5SNA

Figura 6: Crescimento radial de Trichoderma sp. TROIMTSP!, TRO6MTSP? e
TR13MTSP? apés 72 h (mm) em BDA e SNA.

Tabela 1 — Amplitude radial

do crescimento dos

isolados Trichoderma sp.

TROIMTSP?, TROBMTSP?? e TR13MTSP? apés 72 h (mm) em BDA e SNA.

Trichoderma

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Isolados sp.TROIMTS TROB6MTSP? TR13MTS®
Meios de Cultura SNA BDA SNA BDA SNA DBA
Temberatura e 15 °C 3 6-11 1-4 2-5 3-7
P 20 °C 12-20 14-23 9-10 8-12 4-7 9-20
Tamanho das
colonias (mm) 25 °C 26-39 39-40 20-21  18-22 15-26 21-34
ap6s 72hs ’ 30°C 19-39 27-38 22-20 13-25 25-33
b ' 35°C 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1

3.3

DescricOes de novas Espécies
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Trichoderma sp. nov. TROIMTSP# SALES, L.S. ; SANTANA NETO, D.; ANDRADE, J.
P.; SOUZA, J. T.. MARBACH, P. A. S.

Tipificacdo: Brasil, Bahia, Valenga, Guaibim, serapilheira.

Etimologia: Em homenagem a lemanja, uma entidade religiosa oriunda do sincretismo
religioso entre o catolicismo e religiGes de matriz africana.

Em CMD depois de 72h, colénia com crescimento de 22—25 mm de diametro,

micélio preenchendo a placa em 6 dias a 20 °C, col6nia inicialmente hialina, se
tornando branca apds 6 dias e verde claro apds 8 dias, crescimento radial formando
anéis conceéntricos discretos. Conidiacdo iniciada a partir de 7 dias nas hifas aéreas,
formando pdstulas pulvinatas, solitarias ou agregadas na parte superior e laterais da
placa a partir de 6 dias, inicialmente brancas, se tornando verdes escuras ap6s 10 dias,
0.3--1.3 x 0.3-1.3 mm (n=45), com projecdes sinuosas longas e curtas em toda estrutura,
raramente ramificadas. Pigmento amarelado ao redor do indculo. Inodoro.
Conidiéforo do tipo verticillium com ramificacdes primarias com 1-2 células,
ramificagbes secundarias quando presente contendo 1-2 células. Conidi6foro tipo
trichoderma, ramificagcbes primarias com 1-2 células, ramificacbes secundérias
contendo 1 -2 ceélulas, conidioforo as vezes solitario curto ou comprido. Fialides
ampuliformes, langeniformes, solitarias ou emparelhadas, 4-13(-17) x 2-5 pum, 1.7-3.4(-
3.7) CI/L, largura da base da fidlide 1—3 um (n=60). Conidios verdes, lisos,
(sub)globosos, elipsoidais, ovoides e raramente apicolares 3-6 x 2-4 um, 1.3-2.0 C/L
(n=60). Clamidosporos abundantes, terminais e intercalares, raramente laterais,
globosos a subglobosos 4-11(-13) x 5-12 um, (0.8-)1-1.3 C/L (n=45).

Em SNA depois de 72h, colonia com crescimento 12 — 20 mm didmetro, miceélio
cobrindo a placa em 7 dias a 20 °C, col6nia inicialmente hialina e branca, se tornando
esverdeada apos 6 dias, crescimento radial formando anéis concéntricos. Conidiacéo
iniciada apos 6 dias, nas hifas aéreas, formado pustulas pulvinatas e globosas em 8 dias,
(0.3-) 0.5-0.8 (-1.1) x (0.2-) 0.4 — 0.6 mm (n=45) em 10 dias, solitarias ou agregadas
na parte superior e laterais da placa, inicialmente branca, se tornado verde escura em 12
dias, com proje¢des sinuosas longas e curtas em toda estrutura, raramente ramificado.
Nenhum pigmento notado. Nenhum odor notado. Conidiéforo do tipo verticilium

contendo ramificacbes primarias com 1-3 células, curtos com raras ramificacdes
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secundarias contendo 1-2 células. Conidioforo do tipo trichoderma contendo
ramificacdes primaria com 1-3 células, ramificagbes secundarias contendo 1-2 células.
Presenca de conididforos solitarios longos ou curtos. Fialides ampuliformes,
langeniformes, solitarias ou emparelhadas, (4-) 5 - 11 (-15) x 2 — 4 im, 2,0 - 3,3 (-3,8)
C/L, largura da base da fidlide 1 — 3 im (n=60). Conidios verdes, lisos, (sub)globosos,
elipsoides e ovoides 3 - 4 (-6) x 2 — 3im, 1 — 2 C/L (n=60). Clamidosporo abundante,
terminal e intercalar, raramente lateral, (sub)globoso 4-9 x 3 - 5(-9) im, (0,9) 1,2 x1,3
(1,7) C/L (n=45)

Figura 7. Trichoderma sp. nov. TROIMTSP* —(1, 3, 4, 5, 6, 7, 13, 14) em CMD 20 °C;
(2, 8,9, 11, 12) em SNA 20 °C. (1) PGstulas em CMD 14 d; (2) Pustlas em SNA 14 d;
(3, 14) Conidios em CMD; (4, 5,) Conidioforo tipo verticilium e (7, 13) trichoderma,
fialides ampuliformes e langeniforme em CMD; (6) Clamidésporos em CMD; (8, 11)
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Conididforo tipo verticilium e fialides ampuliformes e langeniformes em SNA; (12)
Conidios em SNA; (9, 10) Clamiddsporo em SNA.

O teF1 e 0o RPB2 de Trichoderma sp. nov. TROIMTSP! e Trichoderma sp.
TRO6MTSP?? s&o idénticos, contudo esses isolados possuem diferencas morfolégicas
marcantes. As caracteristicas morfolégicas de Trichoderma sp. TROBMTSP? seréo
apresentadas a seguir. Em SNA depois de 72h, colonia com crescimento de 9—10 mm,
micélio ndo preenche a placa em 14 dias em 20 °C, col6nia inicialmente branca e muito
densa, com crescimento radial formando anéis concéntricos discretos. Conidiacdo
iniciada a partir de 7 dias presente em hifas aéreas, sem formacéo de pustulas. Pigmento
amarelado notado. Exsudato transparente notado ao redor do in6culo Nenhum odor
notado. Conidiéforo do tipo verticilium com poucas ramificagdes, qunado presente
contendo —2 células, raras ramificacGes secundarias, quando presente, contendo 1-2
células. Conidioforo do tipo trichoderma com ramificacdes primarias com 1-2 células,
ramificacdes secundérias, contendo 1-2 células, muitos conidiéforos solitarios longos ou
curtos. Fidlide ampuliforme, langeniforme, solitaria ou emparelhada, (-5) 8 - 15 (-21) x
1-4um, 3,5-6(-6,7) C/L, largura da base da fidlide 1 — 3 um (n=60). Conidios verdes,
lisos, (sub)globosos, elipsoides e ovoides 3-6 x 2-3 um, 1--2 C/L (n=60). Clamiddsporo
abundante, terminal e intercalar, raramente lateral, (sub)globoso 4-7(-9) x 4-8 um, 1 -
1,3 C/L (n=45).

Em CMD depois de 72h, colénias com crescimento de 12—13 mm, micélio
preenchendo a placa em 8 dias em 20 °C, inicialmente hialina se tornando branca,
micélio difuso com crescimento radial. Sem conidiacéo iniciada aparente, sem formacao

de pustulas. Pigmento amarelado notado. Nenhum odor notado.
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Figura 7. Trichoderma sp. nov. TROBMTSP?. - (1-10) em SNA 20 °C. (5) Conidios;
(2, 4, 6, 8) Conidioforo tipo verticilium; (7, 8) Conidioforo tipo trichoderma; (2, 3, 4)

Fialides langeniforme; (1) Fialides solitéarias; (9, 10) Clamiddsporo. .

Nota: Trichoderma sp. nov, TROIMTSP? e TRO6MTSP?, difere de Trichoderma
spirale morfo/fisiologicamente. O tamanho da colénia de T.spirale é maior que de
Trichoderma sp. nov, TROIMTSP?* e TRO6MTSP? em todas as temperaturas (Tabela 2).

Os conidioforos de T. spirale sdo do tipo pachybasium enquanto Trichoderma sp. nov,
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TROIMTSP? e TROBMTSP?? . possui conidiéforos do tipo verticillium e trichoderma e
maior variacdo de conidios. Trichoderma TRO6MTSP? ndo produziu plstulas em
nenhum meio analisado e sua conidiacdo foi observada apenas em meio SNA onde
ocorre a producdo de exsudato transparente. Essas caracteristicas sdo ausente no tipo de
T. spirale. As fialides do tipo de T. spirale (3.2-)4.5-6.5(-8.2) x (2.7-)3.0-3.7(-4.5) um
analisadas por Chaverri et al. (2003) e por Jang et al. (2017) (3.7-)4-6.4(-7.4) x 2.6-3.5(-4.3
) um s&o menores que de Trichoderma sp. nov, TROIMTSP* e TROBMTSP# 4-13(-17)
X 2-5 um.

Trichoderma sp. nov. TR13MTSP® SALES, L.S. ; SANTANA NETO, D
ANDRADE, J. P.; SOUZA, J. T.; MARBACH, P. A. S.

Tipificacdo: Brasil, Bahia, Valenca, Guaibim, serapilheira.
Etimologia: O epipeto especifico refere-se ao local de isolamento, serapilheira.

Em SNA depois de 72h, colénia com crescimento de 4—7 mm, miceélio
preenchendo a placa em 8 dias em 20 °C, col6nia inicialmente hialina e submersa, se
tornando difuso com micelio aéreo com crescimento radial. Conidiac&o iniciada a partir
de 7 dias presente em hifas aéreas, sem formacdo de pustulas. Pigmento amarelado
notado. Exsudato transparente notado proximo ao inoculo. Inodoro. Conidiéforo
verticillium com poucas ramificacdes primarias com 1-2 células, sem ramificacdes
secundarias. Conidioforo tipo trichoderma com poucas ramificacfes, ramificacOes
primarias com 1-2 células, ramificacfes secundarias quando presentes contendo 1-2
células, muitos conidiéforos solitarios longos ou curtos. Fialides, ampuliformes,
langeniforme, solitarias ou emparelhadas, (-3) 6 - 16 (-22) x 1 - 5 um, 3 — 6 C/L, largura
da base da fialide 1 — 3 um (n=60). Conidios verdes, lisos, (sub)globosos, elipsoides e
ovoides 3 - 5x 2 — 4 um, 1,3 — 2 C/L (n=60). Clamidésporo abundante, terminal e
intercalar, raramente lateral, (sub)globoso 4 - 10 x 3 - 6 (-8) um, 1.2 — 1.7 C/L (n=45).

Em CMD depois de 72h, colénia com crescimento de 20—23 mm, micélio
preenchendo a placa em 8 dias em 20 °C, colonia inicialmente hialina, micélio aderido a
superficie do meio de cultura com crescimento radial. Sem conidiacéo iniciada aparente,

sem formacéo de pustulas. Pigmento amarelado notado. Inodoro.
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Figura 7. Trichoderma sp. nov. TR13MTSP*- (1 - 13 ) em SNA 20 °C. (4, 12)
Conidios; (6, 7,) Conididforo tipo verticillium; (3) Conidiéforo tipo trichoderma; (3, 6,
7, 16) fidlides langeniforme; (1, 8, 10, 11) Clamidosporo; (1, 2, 9, 11,16) Fialides

solitarias; (5) Fialide em formacdo de conidios.

Nota: Trichoderma sp. nov. TR13MTSP? possui um crescimento radial menor que T.
spirale em todas temperaturas testadas (Tabela 2). Além disso Trichoderma sp. nov.
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TR13MTSP?® no esporulou em meio CMD e BDA, e apresentou micélio aderido a
superficie do meio ou difuso. T. spirale foi descrito em ambos os meios com micélio
aério denso e com conidiacdo presente. Os conididforos de T. spirale sdo do tipo
pachybasium com ramificacbes primarias e secundarias enquanto os conidiéforos de
Trichoderma sp. nov. TR13MTSP? sdo solitarios e do tipo vertivillium e trichoderma,
com poucas ramificagdes primarias e raras ramificacdes secundarias. T. spirale possui
um padrdo de conidios oblogo (elipsoidal), enquanto os conidios de Trichoderma sp.
nov. TR1I3MTSP® possue uma maior variacdo, como ovoides, (sub)globoso. O tamanho
das fialides de Trichoderma sp. nov. TR13MTSP?® (-5) 8 - 15 (-21) x 1-4 sd0 maiores que T.
spirale (3.7-)4-6.4(-7.4) x 2.6-3.5(-4.3) descrito por Jang et al. (2007). Além disso,
Trichoderma sp. nov. TR13MTSP? nio produz péstulas em nenhum meio descrito (Tabela
3).
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Figura 8:. Caracterizacdo da colbnia das espécies (1-4) Trichoderma sp. nov.
TRO6MTSP??; e (5-8) TROLMTSP? (9-12) Trichoderma sp. nov. TR13MTSP?; (1, 5, 9)
SNA em 7d; (2, 6, 10) CMD em 7d; (3, 7, 11) SNA em 14d; (4, 8, 12) CMD em 14d.
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4 DISCUSSAO

O fator de alongamento 1-o (teF1l) € utilizado como DNA barcode para
distinguir isolados do género Trichoderma em nivel de espécie, 0 RPB2 € utilizado
como marcador molecular secundario (QIAO et al., 2018; JIANG et al., 2016). Desde
que T. spirale foi descrito dezenas de sequéncias de nucleotideos de teF1 e RPB2 de
isolados oriundos de varios continentes e identificados como T. spirale foram
depositadas nos bancos de dados publicos (BELAYNEH MULAW et al., 2010;
MONTOYA et al., 2016; JANG et al.,, 2017; HOYOS-CARVAJAL et al., 2009;
MIGHELI et al., 2009; SMITH et al., 2013; JAKLITSCH & VOGLMAYR, 2015;
SKONECZNY etal., 2015; CHEN & ZHUANG, 2017 ). Estas sequéncias foram obtidas
de isolados de Trichoderma oriundos de pelos menos 3 paises/continentes diferentes
sugerindo que T. spirale possui uma distribuicdo mundial e grande diversidade genética
ou que estas sequéncias de nucleotideos representam novas espécies dentro do clado
Spirale. A maioria dessas sequéncias estdo distribuidas em clados que ndo estdo
relacionados com o clado que contém o teF1 do tipo de T. spirale. Alguns destes clados
também estdo presentes na arvore filogenética do RPB2 e, além disso, a topologia da
arvore filogenética combinada do teF1 e RPB2 é em grande parte congruente com a
distribuicdo geogréafica dos isolados, o que indica que os isolados que compdem esses
clados representam linhagens com histdrias evolutivas distintas.

A filogenia molecular combinada de teF1 e RPB2 mostrou que os isolados e
Trichoderma sp.nov. TROIMTSP?, Trichoderma sp. nov. TRO6MTSP? e Trichoderma
sp. nov. TR1I3MTSP? ficam em um clado distinto do clado que contém o tipo de T.
spirale. Além disso, esses isolados possuem diferencas morfologicas macroscopicas e
microscopicas e foram isolados em locais geograficamente distintos. A analise conjunta
desses resultados indica que Trichoderma sp.nov. TROIMTSP?, Trichoderma sp.
nov.TRO6MTS" e Trichoderma sp. nov. TR13MTSP®® representam novas espécies
dentro do Clado Spirale.

O teF1 de Trichoderma sp. nov. TROIMTSP?, TRO6MTS"? e Trichoderma sp.
nov. TR13MTSP?® possuem, respectivamente, 96.89, 97.11 e 97,66 % de identidade
com o teF1 do tipo de T. spirale. Se esse valor de identidade for usado como ponto de
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corte 60,2% dos teF1 de isolados identificados como T. spirale incluidas neste trabalho
representam novas espécies.

Trichoderma sp.nov. TROIMTSP?, TRO6MTSP?? e Trichoderma sp. nov.
TR13MTSP?® diferem do tipo de T. spirale, descrito por Chaverri et al. (2003) e do
registro de ocorréncia relatado na Coréia por Jang et al. (2017) (Tabela 3 e 4). Algumas
caracteristicas marcantes na diferenciacdo sdo a auséncia do conidioforo estéril e
prolongado e uma maior variacdo de conidios. A amplitude de crescimento também é
uma caracteristica fisiologica que difere entre espécies descritas nesse estudo e o tipo de
T. spirale descrito por Chaverri et al. (2003) (tabela 2).

A variacdo intraespecifica demonstrada nesse estudo revela que a diversidade
abrigada nesse clado pode representar um provavel complexo de espécies e que algumas
espeécies s6 podem ser diferenciadas via ferramentas moleculares e filogenética. Alguns
complexos de espécies dentro de Trichoderma sdo estudados sistematicamente
buscando padrdes capazes de diferenciar essas espécies que sdo indistinguiveis do ponto
de vista morfolégico ou que apresentam uma grande variagdo morfoldgica
(CHAVERRI et al., 2003? 2015; GAMS & MEYER, 1998; DRUZHININA et al.,2010;
SAMUELS et al., 1998, 2010).

Tabela 2 — Comparacdo da amplitude de crescimento das espécies Trichoderma sp. nov.
TROIMTSP, TRO6MTSP?? e Trichoderma sp.nov. TR13MTSP?®, com o tipo de T.
spirale descrito por Chaverri et al. (2003).

Trichoderma

Trichoderma

Trichoderma

Trichoderma
spirale

Espécies 21 22 25

P TROIMTSP TRO6MTSP TR13MTSP Chaverri (2003)
Meios de Cultura SNA BDA SNA BDA SNA BDA SNA BDA
Temperatura 15°C 3 6-11 1-4 0-3 2-5 3-7 4-8 8-13
e Tamanho 20°C 12-20 14-23 9-10 8-12 4-7 9-20 20-35 29-40
das colénias 25°C 26-39 39-40 20-21  18-22 15-26 21-34 40-50 47-54
(mm), ap6s 30 °C 19-39 27-38 22-20 21 13-25 25-33 51-63 60-70

72hs. 35°C 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-13 0-4
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Tabela 3 — Comparacdo das caracteristicas morfolégicas da colb6nia das espécies
Trichoderma sp.nov. TROIMTSP?!, TROBMTSP? e Trichoderma sp.nov. TR13MTSP?

com o tipo de T. spirale e seu registro de ocorréncia.

Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoder Trichoder
o TROIMTSP# TRO0O6MTSP# TR13MTSP? ma spirale ma spirale
Especies Chaverri Jang
(2003) (2017)
Meios de SNA CMD SNA CMD SNA CMD SNA
Cultura
. Pulvinata/ Pulvinata/ ., . N0 Pulvinata/, o, conte,
«»  Formagao Né&o N&o subglobos «
© . globosase  globosas produz produz mas ndo
= dePustulas produz produz 0 :
S agregadas  eagregada descrito
= s compacta
o
g Formacdo Aéreo e Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo
-O - e B z - 7
2 de Micelio Aereo Aderido denso difuso difuso Aderido denso Acreo
(&)
B Formagéo Néo Néo N&o Néo
§ de produz produz Produz Produz Produz produz produz produz
S  Exsudato
<
S .
P;?)T](\E/ZTO Presente Presente  Presente  Presente  Presente  Presente Presente Presente

Tabela 4 — Comparagdo microscépica das espécies Trichoderma sp. nov. TROIMTSP?

TRO6MTSP?? e Trichoderma sp.nov. TR13MTSP® com o tipo de T. spirale e seu registro

de ocorréncia.

Trichoderma

Trichoderma

Espécies Trichoderma Trichoderma Trichoderma spirale spirale
p21 p22 p25
TROIMTS TRO6MTS TR13MTS Chaverri (2003) Jang (2017)
Meios de Cultura SNA CMD SNA SNA CMD SNA
B
@3 CxLdo i i s ) ) ) i i 3545x(20- 4151x%x25-
i‘i Z conidio 3-6x2-4 3-4 (-6) x 2-3 3-6 x 2-3 3-5x2-4 )2.5-3.0(-3.7) 2.8(-3)
53
O O ™ H — — —
g 2 C/L conidio 1320 12 12 1.3-2 (11 )11.;31) 1.5( N/A
oL ’
S CxLda (5-)7-22 (-24) 5-18(-21)x (2-)5-18(-25) 3-15(-17)x1- (2.7-)3.0-4.5(- N/A
célula que X 2-4 2-4 x 1-4 5 6.0)
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surgem
fialides
L da base do
fialide 1-3 1-3 3 L3 (1.5-)2.0- 3.0(
4.2)
CxLfidlide 4-13(17)x2- (4)5-11( (5)8-15(21) (-3)6-16(22) (3:2)45-65(
5 15)x2-4 x 1-4 Xx1-5 8.2) X (2.7-)3.0-
3.7(-4.5)
C/L da nr o ™~ ] (1.0-)1.3-2.0(-
08 1734(37) 20-33(38)  356(67) 3-6 o
CxLdo
clamidsspo DX 4ox35(9) 479 x48  410x3-6(8) (4'5_);206)15'0(‘
ro .
C/Ldo
Clamidéspo  (0.8-)1-1.3 (0’9)(11%)(1*3 1-13 12-17 N/A
ro !

1.9-2.8(-3.2)
(3.7-)4-6.4(—

7.4) x2.6—
3.5(-4.3)

N/A

N/A

N/A

Os autores sdo responsaveis pelas informacbes relativas as sequéncias de
nucleotideos e de proteinas depositadas em bases de dados publicas como o NCBI.
Logo, erros na identificacdo em nivel de espécie dos isolados do qual a sequéncia foi
obtida acontecem por varios motivos. Primeiro, os autores podem n&o ter feito uma
descricdo morfoldgica detalhada do isolado seguida de uma identificagdo taxonémica e
identificam o isolado em nivel de espécie apenas via BLAST. Inicialmente eles
verificam via BLAST qual sequéncia das bases de dados, cujo isolado de origem esta
identificado em nivel de espécie é mais similar a sequéncia deles e em seguida
transferem essa anotacdo para a sequéncia deles. Essa pratica contribui para a
propagacao de erros de anotacdo na identificacdo da espécie que a sequéncia de
nucleotideos e de proteinas representa.

A existéncia de espécies cripticas € um fenébmeno comum no Reino Fungi
(CHAVERRI et al., 2015; DRUZHININA et al., 2010; RIFAI, 1969.), estas espécies sao
indistinguiveis do ponto de vista morfologico, mas sdo distintas do ponto de vista
evolutivo. Esse problema é agravado pela falta de critérios menos arbitrarios para a
definicdo dos limites de diversidade genética e morfoldgica de uma espécie de fungo.
Portanto, dependendo do grupo taxonémico que um determinado fungo pertence a
designacéo correta da espécie a qual ele pertence pode ser um problema, principalmente
se essa linhagem é representada por uma ou poucas sequéncias nas bases de dados.
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As questdes relativas a anotacdo das sequéncias de nucleotideos e de proteinas
apresentadas acima ndo diminuem ou pdem em xeque a importancia das bases de dados
publicas, contudo mostra que as informagdes depositadas nelas devem ser usadas com
parcimdnia e interpretadas caso a caso com conhecimento de causa para minimizar o
risco de propagacéo de erros de anotacdo (PERTSEMLIDIS & FONDON, 2002). Dessa
forma, a pouca diversidade encontrada na literatura pode ndo ser a real amostragem
desse clado, mostrado que a diversidade abrigada por ele é maior do que se pensa
atualmente e que algumas espécies estudadas nesse trabalho ja estdo evoluindo de forma

independente ao longo do tempo.

5 CONCLUSAO

A maioria das sequéncias de teF1 depositadas nas bases de dados do NCBI de
isolados identificados como T. spirale representam espécies ndo descritas do clado
Spirale e os isolados Trichoderma sp.nov. TROIMTSP?:, TRO6MTSP?? e Trichoderma
sp. nov. TR1I3MTSP? oriundo da restinga de Guaibim, BA, representam novas espéces

pertencentes a este clado.
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ANEXOS: Produto da amplificacdo do Rep-PCR dos Elementos BOX.

TR12MTS TR23MTS TR23MTS TR24MTS TR10  TR10 M

1000bp

250bp

Figura 9: Amplificacdo do elemento BOX dos isolados de Trichoderma da regido de
Mata Sul (MTS), Mata Norte (MTN) e Moita Noirte (MON).
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TR3.2MIN TR3.2MTIN TR3.2MON TR3.2MTS TRO6MTS TRO6MTS TR11MTS TR11IMTS

M

1000bp

250bp

Figura 10: Amplificagdo do elemeto BOX dos isolados de Trichoderma da regido de
Mata Sul (MTS) e isolados sem local definido.

C- TR1.2MON TRO2MON __ TR2.1 TR2.1 __ TRO2MON TR2.2MON TR2.2MON _ TRO3 M

1000bp

250bp

Figura 11: Amplificagdo do elemento BOX dos isolados de Trichoderma da regido de
Mata Sul (MTS), Mata Norte (MTN) e Moita Norte (MON).

C- TRCAM TRO1 TROIMTS TRI.IMIN TR1.2MIN TR1.IMON TR1.2MON TR 02MTN TR2.IMIN TR2.1IMIN M

Figura 12: Amplificacdo do elemento BOX dos isolados de Trichoderma da regido de
Moita Norte (MON) e isolados sem local definido.
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Tabela 5 — Perfis genéticos dos 38 isolados distribuidos em 27 perfis distintos com seus

respectivos representantes.

Perfil genético

Isolados do género Trichoderma

Perfil genético 1

TRO5MON , TROSMTS , TRO5
MTN e TRO6MON.

Perfil genético 2

TRO3, TR2.2MON

Perfil genético 3

TR12MTS, TR12

Perfil genético 4

TR3.2MON,TRO6MTN

Perfil genético 5

TRO1, TRO2ZMTN

Perfil genético 6

TR1.IMTN, TR2.IMTN

Perfil genético 7

TR1.IMON e TR1.2MON.

Perfil genético 8

TR1.2MTN e TROZMTN

Perfil genético 9

TR4.2MON e TR4.3MON.

Perfil genético 10 TR2.1
Perfil genético 11 TR11IMTS
Perfil genético 12 TR10
Perfil genético 13 TRO3MTN
Perfil genético 14 TR23MTS
Perfil genético 15 TR4.1IMON
Perfil genético 16 TRO7
Perfil genético 17 TR3.1IMON
Perfil genético 18 TR24MTS
Perfil genético 19 TRCAM
Perfil genético 20 TRO04
Perfil genético 21 TROIMTS
Perfil genético 22 , TROBMTS
Perfil genético 23 TR0O2MON
Perfil genético 24 TR06
Perfil genético 25 TR13MTS
Perfil genético 26 TR17MTS
Perfil genético 27 TRO4AMTS




