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RESUMO

CONCEICAO, TAINA DELMONDES SANTOS, Bacharel em Biologia, Universidade
Federal do Recbéncavo da Bahia, 05 de 2023. Registro de ocorréncia de Aspergillus
brevijanus e taxonomia e potencial de biocontrole de fitopatdgenos de novas espécies de
Trichoderma.

Os fungos desempenham papel fundamental na ciclagem de nutrientes e podem produzir
enzimas com grande potencial econdmico. Portanto, é importante conhecer a diversidade de
microorganismos nesses ambientes e explorar seu potencial biotecnoldgico. A taxonomia
dos fungos utiliza caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e genéticas para classifica-los,
com a abordagem polifasica sendo a mais utilizada. O género Aspergillus é amplamente
distribuido e adaptavel, usado na producdo de enzimas, alimentos, medicamentos e
biocombustiveis, mas algumas espécies podem produzir micotoxinas. O género
Trichoderma é importante na inddstria e agricultura, sendo usado na biorremediacdo de
residuos poluentes, producdo de enzimas industriais e controle bioldgico de doencas de
plantas. A pesquisa e aproveitamento desses fungos sdo relevantes para ecologia,
conservacdo e biotecnologia. Portanto, o objetivo deste trabalho é fazer o registro de
ocorréncia de Aspergillus brevijanus e a descri¢cdo polifasica de uma nova espécie de
Trichoderma, bem como, testar o potencial de biocontrole de trés novas espécies desse
género. Os isolados foram reativados em meio de cultura, o DNA foi extraido e sequenciado
para andlises filogenéticas. A caracterizacdo morfologica dos isolados foi realizada. As
analises filogenéticas indicaram que o Trichoderma sp. MON24 é uma nova espécie
pertencente ao clado Harzianum e Aspergillus sp. AMSO53 é o primeiro registro de
ocorréncia de A. brevijanus. Para os ensaios de biocontrole, os fitopatdgenos foram
inoculados em meio de cultura e foi feito o ensio de cultura pareada e producdo de
compostos volateis. Os trés isolados de Trichoderma demonstraram capacidade de inibir os
fitopatdgenos testados. Esses resultados destacam a importancia do estudo da diversidade da
micobiota bem como a exploracdo de seu potencial biotecnoldgico no contexto do
biocontrole.

Palavras-chave: Funga, Diversidade, Biocontrole.



ABSTRACT

CONCEICAO, TAINA DELMONDES SANTOS, Bacharel em Biologia, Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, 05 de 2023. Record of occurrence of Aspergillus
brevijanus and taxonomy and biocontrol potential of phytopathogens of new species of
Trichoderma.

Fungi play a key role in nutrient cycling and can produce enzymes with great economic
potential. Therefore, it is important to know the diversity of microorganisms in these
environments and explore their biotechnological potential. The taxonomy of fungi uses
morphological, regulatory and genetic characteristics to classify them, with the polyphasic
approach being the most used. The genus Aspergillus is widely distributed and adaptable,
used in the production of enzymes, food, medicine and biofuels, but some species can
produce mycotoxins. The genus Trichoderma is important in industry and agriculture,
being used in the bioremediation of pollutant residues, production of industrial enzymes
and biological control of plant diseases. The research and use of these fungi are relevant
for ecology, conservation and biotechnology. Therefore, the objective of this work is to
register the occurrence of Aspergillus brevijanus and the polyphasic description of a new
species of Trichoderma, as well as to test the biocontrol potential of three new species of
this genus. The isolates were reactivated in the culture medium, the DNA was extracted
and sequenced for phylogenetic analysis. The morphological characterization of the
isolates was performed. Phylogenetic analyzes indicated that Trichoderma sp. MON24 is
a new species belonging to the clade Harzianum and Aspergillus sp. AMSOS53 is the first
occurrence record of A. brevijanus. For biocontrol assays, phytopathogens were
inoculated in culture medium and paired culture and production of volatile compounds
were tested. The three Trichoderma isolates showed the ability to inhibit the
phytopathogens tested. These results highlight the importance of studying the diversity of
the mycobiota as well as exploring its biotechnological potential in the context of
biocontrol.

Key-words: Fungus, Diversity, Biocontrol.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas de restinga, presentes no bioma da Mata Atlantica, sao
caracterizados por uma diversidade de formacgdes vegetacionais, possui caracteristicas
como temperaturas elevadas, periodos de seca e escassez de nutrientes no solo
(ANDRADE, 2013; BRASIL, 1999). A ocupacdo humana tem causado impactos
significativos nesses ecossistemas, resultando na perda de biodiversidade, incluindo a
micobiota, que possui um potencial biotecnoldgico ainda pouco explorado (SANTOS;
MEDEIRQOS, 2003; KEMENES, 2003).

Da mesma forma, no cerrado, h4 uma lacuna de conhecimento quando se trata da
diversidade da micobiota do solo (FRANCOSO et al., 2015; STRASSBURG et al., 2017;
PROCOPIO; BARRETO, 2021). O cerrado ¢ fortemente afetado pela atividade humana,
resultando no esgotamento de recursos naturais e na ameaca a sua rica biodiversidade
(SANO et al.,2008; DE CASTRO et al., 2008).

Os fungos desempenham um papel fundamental na ciclagem de nutrientes desses
ecossistemas e também possuem a capacidade de produzir enzimas com potencial
econdmico em diversas inddstrias, como biocombustiveis, téxtil e farmacéutica além de
desempenharem um papel importante na reducdo de impactos ambientais, como a
contaminacdo por petréleo (FRAC et al., 2018; DRUZHININA; KUBICEK, 2016;
RAVEENDRAN et al., 2018; ABDEL-AZEEM et al., 2019). Nesse contexto, 0s géneros
Trichoderma e Aspergillus sdo amplamente utilizados.

Especificamente, os fungos do género Trichoderma possuem grande relevancia
biotecnoldgica, sendo empregados na producdo de medicamentos, biocombustiveis, tintas e
tecidos (DRUZHININA; KUBICEK, 2016). Atuam também como agentes de biocontrole
contra fungos e nematdides fitopatogénicos (FERREIRA et al., 2008). Suas a¢bes de
biocontrole incluem competicdo, antibiose, micoparasitismo e inducdo de resisténcia
(BETTIOL, 1991).

A utilizacdo de microorganismos no controle biolégico de doencas fitopatogénicas
surge como uma alternativa viavel e sustentavel para reduzir a dependéncia de defensivos
agricolas prejudiciais a satde humana e ao meio ambiente (MEYAR et al., 2019;
MAGALHAES et al., 2017). Para isso, é fundamental conhecer os microorganismos
presentes no ambiente e explorar seu potencial biotecnolégico.

A classificacdo dos géneros Trichoderma e Aspergillus tem sido aprimorada
11



através do uso de técnicas de filogenia molecular, o que permite uma melhor discriminagdo
entre as espécies e a reorganizacdo taxondmica desses géneros. A abordagem de
identificacdo polifasica, que integra diferentes méetodos, contribui para uma descricdo mais
precisa da diversidade de fungos filamentosos (SAMSON et al., 2014). Portanto, o
objetivo deste trabalho € fazer o registro de ocorréncia de Aspergillus brevijanus e a
descricdo polifasica de uma nova espécie de Trichoderma, bem como, testar o potencial de

biocontrole de trés novas espécies desse género.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TAXONOMIA DOS FUNGOS

Os fungos sdo organismos eucariotos, heterotroficos, uni ou pluricelulares.
Apresentam distribuicdo cosmopolita e possuem importancia biotecnoldgica e ecoldgica.
Participam da decomposicdo de matéria organica, principalmente vegetal, sendo
fundamentais na ciclagem de nutrientes da cadeia alimentar. Além disso, as plantas
possuem associacdes simbiodticas com os fungos, conhecidas como micorrizas, o que
permitem a absorcao de minerais e dgua do solo (TORTORA et al., 2012).

A taxonomia de fungos é um campo amplo e complexo da biologia que se dedica
a classificacdo e nomeacdo de fungos com base em suas caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas e filogenéticas. Estudos moleculares iniciados na década de 1990 utilizando
analises de gene de RNA ribossomal realizado por White et al., permitiu a reorganizacdo
sistematica da taxonomia fangica. Entretanto, por muito tempo, a classificagdo fungica foi
associada as plantas, e somente em 1969, Whittaker prop6s um sistema de divisdo com
cinco reinos, criando 0 Reino Fungi, e separando-os das plantas.

A nomenclatura dos fungos € regida pelo Cddigo Internacional de Nomenclatura
para algas, fungos e plantas (ICBN). Mudancas feitas neste codigo no XVIII Congresso
Internacional de Botanica em Melbourne, Australia em 2011, estabeleceram a abordagem
de "um fungo, um nome", unificando os géneros que antes eram divididos entre
teleomorfos, a fase sexuada do individuo, e anamorfos, a fase assexuada (MCNEILL et al.,
2012).

12



A abordagem polifésica para identificar espécies é a mais utilizada atualmente, e
integra caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e filogenéticas. O método filogenético
aplicado € a concordancia genealdgica utilizando genes ndo relacionados, buscando
identificar independéncia evolutiva nas linhagens (TAYLOR et al., 2000).

A taxonomia de fungos continua a ser um campo de pesquisa em constante
evolucdo, a medida que novas espécies sdo descobertas e a compreensdo da filogenia e
biologia de fungos é aprimorada. A taxonomia é fundamental para a identificacdo e
classificacdo precisa de espécies fungicas e € uma base importante para estudos sobre

ecologia, conservacdo e biotecnologia de fungos.

2.2 IMPORTANCIA DO GENERO Aspergillus

O género Aspergillus, pertencente ao Reino Fungi, e esté classificado no Dominio
Eukarya, Filo Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, Ordem Eurotiales e Familia
Aspergillaceae. O nome do género foi proposto em 1729 pelo padre Pier Antonio Micheli,
inspirado nos conidiéforos assexuais que se assemelham a um, um instrumento religioso
utilizado para aspergir 4gua benta.

O género Aspergillus é composto por mais de 590 espécies (MYCOBANK, 2023)
que sdo encontradas em diversos ambientes naturais, que possuem capacidade de
adaptacdo a diferentes condi¢fes ambientais. Além disso, elas possuem uma diversidade
metabolica significativa, o que lhes permite colonizar uma variedade de substratos, como
solo, rochas e matéria organica em decomposicio (LEVIC et al., 2013; PALACIOS-
CABRERA et al., 2005; ABDEL-AZEEM et al., 2019).

Muitas espécies de Aspergillus sdo utilizadas nas industrias de alimentos, bebidas
e higiene devido a producdo de enzimas e metabolitos. Essas enzimas, como amilase,
lipases e celulases tém diversas aplicacGes industriais. Por exemplo, as celulases séo
usadas na industria téxtil e as lipases sdo amplamente utilizadas nas indudstrias de
detergentes e cosméticos (RAVEENDRAN et al., 2018; ABDEL AZEEM et al., 2019)
Além disso, a espécie Aspergillus niger € utilizada na producéo de &cido citrico, que € um
importante aditivo alimentar (SHOW et al., 2015).

Alguns fungos do género Aspergillus podem produzir micotoxinas, que sdo
substancias toxicas que podem contaminar alimentos e causar intoxicagcbes em humanos e

13



animais. A aflatoxina, produzida pela espécie Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
é uma das micotoxinas mais conhecidas e pode causar intoxicagdo em humanos e animais
(KAMEI; WATANABE, 2005; KUMAR et al., 2017).

Os fungos do género Aspergillus também sdo utilizados na producdo de
medicamentos, utilizada em transplantes de oOrgdos, e no tratamento de doencas
cardiovasculares, por exemplo, como também na producdo de biocombustiveis, como o
etanol, a partir de residuos agricolas (BIZUKOJC; LEDAKOWICZ, 2009;
RAVEENDRAN et al., 2018; ABDEL- AZEEM et al., 2019).

2.3 IMPORTANCIA DO GENERO Trichoderma

O género Trichoderma, pertencente ao dominio Eukarya, Reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia Hypocraceae. Possui
espécies altamente versateis e desempenham um papel significativo tanto em termos
ecoldgicos quanto biotecnoldgicos. Com mais de 400 espécies (MYCOBANK, 2023),
esses fungos possuem uma notavel capacidade de adaptacdo, permitindo sua sobrevivéncia
em uma ampla variedade de ambientes naturais e climas diversos (CHAVERRI et al.,
2011; LOPEZ-QUINTERO et al., 2013).

As espécies de Trichoderma apresentam diversas estratégias para a aquisicdo de
nutrientes, incluindo sapréfitas, micotroficas e interacGes biotréficas com plantas. Essa
habilidade permite que eles sejam encontrados em matéria organica vegetal em
decomposicdo, solo, ambiente rizosférico e até mesmo nos tecidos internos das plantas
(CHAVERRI et al., 2011; LOPEZ-QUINTERO et al., 2013; MUKHERJEE et al., 2013;
RUIZ et al., 2013).

Trichoderma desempenha um papel importante tanto na industria quanto na
agricultura. Esses fungos séo utilizados na biorremediacao de residuos poluentes, incluindo
metais pesados e toxinas presentes no ambiente (HARMAN, 2006; SCHUSTER e
SCHMOLL, 2010). Além disso, eles produzem enzimas de interesse industrial, como
quitinases, celulases e proteases, que tém aplicagbes em varios setores, incluindo no
controle de fungos fitopatogénicos (TROIAN et al., 2004).

Na agricultura, Trichoderma desempenha diversas funcdes benéficas. Ele atua

como agente de controle bioldgico de doengas de plantas, promove o crescimento das
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plantas e ajuda na reducdo dos efeitos de estresses abioticos nelas. Esses fungos também
contribuem para a disponibilidade e uso de nutrientes nos ecossistemas agricolas e podem
induzir mecanismos de defesa nas plantas contra fitopatogenos (ETHUR et al., 2001,
MAKETON et al., 2008; ROCHA et al., 2009; MARRASCHI et al., 2018; SOUSA et al.,
2021; TYSKIEWICZ et al., 2022; SILVA et al., 2022).

Devido ao seu desempenho positivo na agricultura, existem diversos produtos
comerciais a base de Trichoderma disponiveis no mercado, incluindo biofungicidas e
biopesticidas (WOO et al., 2014; GUPTA et al., 2016). Além disso, pesquisas tém
revelado o potencial desse género na producdo de compostos com uso farmacéutico,

incluindo metabdlitos com atividades antibidticas, antifungicas e anticancer.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDEL-AZEEM, A M. et al. Aspergillus: Biodiversity, Ecological Significances, and
Industrial Applications. In: Recent Advancement in White Biotechnology Through
Fungi. p. 121-179, 2019.

ANDRADE, J. Fungos celuloliticos da formacédo arbustiva aberta da restinga de
Guaibim, Bahia. 2013. 90 p. Dissertacdo (Mestre em Microbiologia Agricola.) -
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas, 2013.

BETTIOL, W. Controle biol6gico de doencas em plantas. Jaguariuna, SP: Embrapa, P
388, 1991.

BIZUKOJC, M.; LEDAKOWICZ, S. Physiological, morphological and kinetic aspects of
lovastatin biosynthesis by Aspergillus terreus. Biotechnology journal, v. 4, n. 5, p. 647-
664, 2009.

BRASIL. Resolucdo do CONAMA n. 261, de 30 de junho de 1999. Define os parametros
basicos para anélise dos estagios sucessionais de vegetacdo de restinga para o Estado de

Santa Catarina. 1999.

15



CHAVERRI, P.; et al. Trichoderma amazonicum, a new endophytic species on Hevea
brasiliensis and H. guianensis from the Amazon basin. Mycologia, v. 103, n. 1, p. 139-
151, 2011.

DE CASTRO, A. P. et al. Diversity of soil fungal communities of Cerrado and its
closely surrounding agriculture fields. Archives of Microbiology, v. 190, n. 2, p. 129-
139, 2008.

DRUZHININA, LS.; KUBICEK, C.P. Familiar Stranger: Ecological Genomics
of the Model Saprotroph and Industrial Enzyme Producer Trichoderma reesei Breaks the
Stereotypes. Advances in Applied Microbiology, Academic Press, New York, vol
95. pp 69-1, 2016.

ERTHUR, L. et al. SELECAO DE Trichoderma spp. Visando Ao Controle De Sclerotinia
sclerotiorum, in vitro. Ciéncia Rural, v. 31, n. 5, p. 885887, 2001.

FERREIRA, P. A. et al. Parasitismo de ovos de Meloidogyne exigua por fungos
nematdfagos e estudo da compatibilidade entre os isolados fungicos. Trépica—Ciéncias

Agrarias e Bioldgicas, v. 2, n. 3, p. 15-21, 2008.

FRAC, M. et al. Fungal biodiversity and their role in soil health. Frontiers in
Microbiology, v. 9, p. 707, 2018.

FRANCOSO, R. D. et al. Habitat loss and the effectiveness of protected areas in the
cerrado biodiversity hotspot. Natureza & Conservacao, v. 13, n. 1, p. 35-40, 2015.

GUPTA, S.; DIKSHIT, A. K. Biopesticides: An ecofriendly approach for pest control.
Journal of Biopesticides, v. 3, n. Special Issue, p. 186, 2010.

HARMAN, G. E. Overview of mechanisms and uses of Trichoderma spp.
Phytopathology, v. 96, n. 2, p. 190-194, 2006.

16



KAMEI, K.; WATANABE, A. Aspergillus mycotoxins and their effect on the host.
Medical mycology, v. 43, n. 1, p. S95-S99, 2005.

KEMENES, A. Distribuicéo espacial da flora terrestre fanerogamica do Parque Nacional
Marinho de Abrolhos, BA. Revista Brasileira de Botanica, v.26, n 2. p. 141-150, 2003.

KUMAR, P. et al. Aflatoxins: a global concern for food safety, human health and their
management. Frontiers in microbiology, v. 7, p. 2170, 2017.

LEVIC, J. et al. An outbreak of Aspergillus species in response to environmental
conditions in Serbia. Pesticidi i fitomedicina, v. 28, n. 3, p. 167-179, 2013.

LOPEZ-QUINTERO, C. A. et al. DNA barcoding survey of Trichoderma diversity in soil
and litter of the Colombian lowland Amazonian rainforest reveals Trichoderma
strigosellum sp. nov. and other species. Antonie van Leeuwenhoek, v. 104, n. 5, p. 657-
674, 2013.

MAGALHAES, V. C et al. Burkholderia isolates from a sand dune leaf litter
displaybiocontrol activity against the bole rot disease of Agave sisalana. Biological
Control, p. 41- 48, 2017.

MAKETON, M. et al. Greenhouse Evaluation of Bacillus subtilis APO1 And Trichoderma
harzianum APOO1 In Controlling Tobacco Diseases. Brazilian Journal of Microbiology,
v. 39, p. 296300, 2008.

MARRASCHI, R. et al. A protocol for selection of Trichoderma spp. to protect grapevine
pruning wounds against Lasiodiplodia theobromae. Brazilian Journal of Microbiology, v.
50, p. 213221, 2019.

MCNEILL J. et al. International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants
(Melbourne Code), 2012.

17



MEYER, M. et al. Trichoderma Uso na Agricultura. 1. ed. Brasilia, DF: Embrapa, P 538,
20109.

MUKHERJEE, P. K. et al. Trichoderma in agriculture, industry and medicine: an
overview. Trichoderma biology and applications. Boston: CAB International, p. 1-9,
2013.

MYCOBANK database. Disponivel em : www.mycobank.org. Acesso em: maio de 2023.

NORVEL, L.L. Fungal nomenclature: 1. Melbourne approves a new CODE. Mycotaxon,
v. 116, p. 481-490, 2011.

PALACIOS-CABRERA, H. et al. Growth of Aspergillus ochraceus, A. carbonarius and A.
niger on culture media at different water activities and temperatures. Brazilian Journal of
Microbiology, v. 36, n. 1, p. 24- 28, 2005.

PERRONE, G. et al. Biodiversity of Aspergillus species in some important agricultural

products. Studies in mycology, v. 59, p. 53-66, 2007.

PROCOPIO, L.; BARRETO, C. The soil microbiomes of the Brazilian Cerrado.
Journal of Soils and Sediments, v. 21, p. 2327-2342, 2021.

RAVEENDRAN, S. et al. Applications of microbial enzymes in food industry. Food
technology and biotechnology, v. 56, n. 1, p. 16-30, 2018.

ROCHA, R. et al. Selection of Endophytic Fungi from Comfrey (Symphytum officinale L.)
For In Vitro Biological Control of The Phytopathogen Sclerotinia sclerotiorum (LIB.).

Brazilian Journal of Microbiology, v. 40, p. 7378, 2009.

RUIZ, N. et al. Marine-derived Trichoderma: A Source of New Bioactive Metabolites.
18



Trichoderma: biology and applications, p. 247, 2013.

SAMSON, R. A. et al. Phylogeny, identification and nomenclature of the genus
Aspergillus. Studies in mycology, v. 78, p. 141-173, 2014.

SANO, S. M. et al. Cerrado: ecologia e flora. Brasilia, DF: Embrapa Informacao
Tecnologica; Planaltina, DF: Embrapa Cerrados, 2008.

SANTOS, C. R.; MEDEIRQOS, J. D. A. A ocupacao humana das areas de preservacao
permanente, vegetacdo fixadoras de dunas de Morro das Pedras, Santa Catarina - SC,
Brasil. Revista de Estudos Ambientais, Blumenau, v. 5, n. 1, p. 22-41, 2003.

SCHUSTER, A.; SCHMOLL, M. Biology and biotechnology of Trichoderma. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 87, n. 3, p. 787-799, 2010.

SHOW, P. L. et al. Overview of citric acid production from Aspergillus niger. Frontiers
in Life Science, v. 8, n. 3, p. 271-283, 2015.

SILVA, L. et al. Trichoderma: Suas Interacdes E Uma Abordagem Metodoldgica Aplicada
ao Estudo de Compostos Organicos Volateis para o Mofo Branco E Promoc¢do De
Crescimento De Plantas. Revisdo Anual de Patologia em Plantas, v. 28, n. 7, p. 163 183,
2022.

SOUSA, W. N. et al. Evaluation of Trichoderma spp. Isolates in Cocoa Seed Treatment
and Seedling Production. Plants, v. 10. p. 210, 2021.

STRASSBURG, B. B. N. et al. Moment of truth for the Cerrado hotspot. Nature
Ecology & Evolution, v. 1, n. 4, p. 1-3, 2017.

TAYLOR, J. W. et al. Phylogenetic Species Recognition and Species Concepts in Fungi.
Fungal genetics and biology, v. 31, n. 1, p. 21-32, 2000.

TORTORA, G.J. et al. Microbiologia. 10° ed. Porto Alegre: Artmed, 2012.

19



TROIAN, R. F. et al. Mycoparasitism studies of Trichoderma harzianum against
Sclerotinia sclerotiorum: evaluation of antagonism and expression of cell wall degrading

enzymes genes. Biotechnology Letters, v. 36, n. 10, p. 2095-2101, 2014.

TYSKIEWICZ, R. et al. Trichoderma: The Current Status of Its Application in Agriculture
for the Biocontrol of Fungal Phytopathogens and Stimulation of Plant Growth.

International Journal of Molecular Sciences. v 23. P 128, 2022.

WHITE, T.J. et al. PCR Protocols and Applications A Laboratory Manual. Academic
Press, 1990.

WHITTAKER, R.H. New concepts of kingdoms or organisms. Evolutionary relations are
better represented by new classifications than by the traditional two kingdoms. Science. V.

163.P150-16.

WOQO, S. L. et al. Trichoderma-based products and their widespread use in agriculture.
The Open Mycology Journal, v. 8, n. 1, 2014.

20



CAPITULO 1: TAXONOMIA DE Aspergillus sp. AMSO53 e Trichoderma
sp. MON24
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RESUMO

CONCEICAO, TAINA DELMONDES SANTOS, Bacharelado em Biologia, Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, 05 de 2023. Taxonomia de Aspergillus sp. AMSO53 e
Trichoderma sp. MON24.

O cerrado € um bioma conhecido como savana brasileira, que apresenta grande
biodiversidade, incluindo muitas espécies endémicas. No entanto, a atividade agropecuaria
intensa na regido tem levado a degradacdo desse ambiente, assim como a restinga, um
ecossistema que estad perdendo sua biodiveridade devido a acBes antropicas. Apesar da
importancia dos fungos na ciclagem de matéria organica da cadeia alimentar, e na
producdo de diversos produtos uteis, poucos estudos tém sido realizados para avaliar a
diversidade da micobiota presente nesses ecossistemas. Com o0 objetivo de ampliar o
conhecimento da diversidade taxonémica da micobiota da restinga e do cerrado na Bahia,
foi realizado um trabalho de descricao polifasica de uma nova espécies de Trichoderma e
de um registro de ocorréncia de uma espécies do género Aspergillus. Os isolados foram
reativados em agar extrato de malte (MEA) 20% e incubados em BOD a 25 °C por quatro
dias. O DNA foi extraido e fragmentos dos genes barcodes tefl, rpb2, benA e CaM foram
aplificados por PCR e sequenciados para as andlises filogenéticas. Além disso, foi feita a
caracterizacdo morfolégica dos isolados. Os resultados indicaram que o isolado
Trichodema sp. MON24 é uma nova espécie pertencente ao clado Harzianum e
Aspergilllus sp. AMSO53 é um registro de ocorréncia de A. brevijanus, pertencente a secao
Jani. Trichoderma sp. MON24 apresenta pustulas brancas e verdes agregadas e solitarias,
com conidiéforo de tipo Trichoderma. Ja& Aspergillus sp. AMSO53 tem colbnias
aveludadas e flocosas, com miceélio branco e rosa, e conidiéforos uni e bisseriados. Estes
resultados contribuem para a ampliacdo do conhecimento da diversidade de fungos
filamentosos presentes na restinga e no cerrado baiano.

Palavras-chave: Biodiversidade, Funga, Micobiota.
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ABSTRACT

CONCEICAO, TAINA DELMONDES SANTOS, Bacharelado em Biologia, Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, 05 de 2023. Taxonomy of Aspergillus sp. AMSO53 and
Trichoderma sp. MON24. Orientador: Phellippe Arthur Santos Marbach.

The cerrado is a biome known as the Brazilian savannah, which has great biodiversity,
including many endemic species. However, the intense agricultural activity in the region
has led to the degradation of this environment, as well as the restinga, an ecosystem that is
losing its biodiversity due to anthropic actions. Despite the importance of fungi in the
cycling of organic matter in the food chain, and in the production of various useful
products, few studies have been carried out to assess the diversity of the mycobiota
present in these ecosystems. With the aim of expanding knowledge of the taxonomic
diversity of the mycobiota of the restinga and cerrado in Bahia, a polyphasic description
of a new species of Trichoderma and a record of the occurrence of a species of the genus
Aspergillus was carried out. The isolates were reactivated in 20% malt extract agar
(MEA) and incubated in BOD at 25 °C for four days. DNA was extracted and fragments
of the tefl, rpb2, benA and CaM barcode genes were amplified by PCR and sequenced for
phylogenetic analyses. In addition, the morphological characterization of the isolates was
performed. The results indicated that the isolated Trichodema sp. MON24 is a new
species belonging to the Harzianum clade and Aspergilllus sp. AMSO53 is an occurrence
record of A. brevijanus, belonging to the Jani section. Trichoderma sp. MON24 presents
white and green pustules aggregated and solitary, with a conidiophore of the type
Trichoderma. Aspergillus sp. AMSO53 has velvety and flaky colonies, with white and
pink mycelium, and uni and biseriate conidiophores. These results contribute to the
expansion of knowledge of the diversity of filamentous fungi present in the restinga and
in the Bahian cerrado.

Key-word: Biodiversity, Fungi, Mycobiota.
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1 INTRODUCAO

O cerrado é um bioma com uma grande biodiversidade, sendo conhecido como a
sanava brasileira (SANO et al., 2008). Este bioma contém um numero significativo de
espécies endémicas. No entanto, é o segundo bioma mais impactato do Brasil devido a
atividade humana, perdendo apenas para a Mata Atlantica (DE CASTRO et al., 2008). As
mudangas resultam principalmente do avango indiscriminado da agropecuéria, resultando
no esgotamento dos recursos naturais e colocando as espécies em risco de extingdo. Além
disso, pouco se sabe sobre a diversidade da micobiota do solo desse bioma (FRANCOSO
et al., 2015; STRASSBURG et al., 2017; PROCOPIO; BARRETO, 2021).

A restinga é outro ecossistema que esta perdendo sua biodiversidade devido a
ocupacdo humana (SANTOS; MEDEIROS, 2003). Além disso, a recuperacéao é lenta, e €
considerado um ambiente vulneravel que precisa ser estudado e conservado (KEMENES,
2003). A Area de Protecio Ambiental (APA) de Guaibim, BA, faz parte de uma das
restingas do litoral baiano que apresentam alto nivel de degradacdo causada pelo homem.
Apesar de ser pouco frequentada, a praia recebe uma grande quantidade de lixo que se
acumula (MARTINS, 2012).

Os fungos desempenham um papel fundamental na ciclagem de nutrientes desses
ecossistemas, contribuindo para o retorno de matéria organica no ambiente e garantindo a
manutencdo do equilibrio ecoldgico (FRAC et al., 2018). Esses organismos também
produzem enzimas de interesse econdémico, principalmente proteases, amilases, lipases e
celulases, que sdo utilizadas na industria téxtil, producdo de biocombustiveis, papel,
detergentes, cosméticos, entre outros (RAVEENDRAN et al., 2018; ABDEL-AZEEM et
al., 2019). Espécies do género Trichoderma sdo usadas na producdo de biocombustiveis,
na industria téxtil e farmacéutica (DRUZHININA; KUBICEK, 2016). O ultimo setor
também conta com a contribuicdo de espécies do género Aspergillus, como A. niger, e A.
parasiticus, que produzem metabdlitos secundarios utilizados para fabricar antibiéticos,
compostos com acdo anti-inflamatdria, imunossupressora e despigmentante (BIZUKOJC;
LEDAKOWICZ, 2009; BRACARENSE, 2014). Espécies de Aspergillus também sao
usadas para reduzir os impactos causados pela contaminacdo do petroleo, além de
contribuir para a fabricacdo de plésticos e lubrificantes (PASSOS et al., 2009).

Dois importantes géneros de fungos filamentosos sdo Aspergillus e Trichoderma,
com aproximadamente 590 e 400 espécies, respectivamente (MYCOBANK, 2023).

Entretanto, antigamente, a taxonomia desses fungos era feita com base em suas
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caracteristicas morfofisiologicas. No entanto, essa classificagdo ndo representava a
verdadeira diversidade desses géneros devido a limitacdo do numero de variacdes de
caracteres e a presenca de espécies cripticas. Para solucionar esse problema, a filogenia
molecular foi utilizada para melhorar a discriminacdo entre as espécies e reorganizar 0s
géneros. Esse método, que integra diferentes abordagens, é chamado de identificacdo
polifasica.

Portanto, o objetivo deste capitulo é fazer a descricdo polifasica do isolado de uma
nova espécie de Trichoderma e fazer a descricdo de um novo registro de ocorréncia de uma

espécie pertencente ao género Aspergillus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os isolados de Aspergillus e Trichoderma utilizados sdo pertencentes a colecao do
Laboratorio de Biologia Evolutiva localizado na Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia. Aspergillus sp. AMSO53 T1 e Aspergillus sp. AMSO53 T2 foram coletados do solo
do cerrado, na cidade de Cocos (S 14° 11' 02" O 44° 32' 02"), Bahia. Ja Trichoderma sp.
MON24 foi isolado da serrapilheira na Restinga de Guaibim (13° 16' 10"S 38° 57' 33" W),
Bahia.

2.2 EXTRACAO DE DNA

Os isolados foram cultivados em meio agar extrato de malte (MEA) 20%,
incubados em BOD a 25 °C por quatro dias. Em seguida, foi utilizado o método Doyle e
Doyle (1990). Em cadinhos estéreis, o micélio fungico foi transferido para maceragdo com
adicdo de nitrogénio liquido, e, em seguida, ImL do tampédo de extracdo CTAB foi
adicionado. O material foi transferido para um tudo eppendorf de 2,0 mL e colocado em
banho maria a 65 °C por 30 minutos, com agitacdo a cada 10 minutos. Posteriormente,
acrescentou-se 650 pL de cloroférmio: isoamilico (CIA-24:1) e foi misturado
manualmente até a formacao da emulsdo. Os tubos foram centrifugados a 12000 rpm por 5

minutos e 400 pL do sobrenadante foi coletado, repetindo-se 3x essa etapa. Foi adicionado
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0 mesmo volume de isopropanol ao sobrenadante coletado, e em seguida, colocado em um
ultrafreezer (— 80 °C) por 10 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado por 5 min a
12000 rpm, formando o pellet e o sobrenadante foi descartado. Este pellet foi lavado duas
vezes com etanol 70% e secado em temperatura ambiente dentro de uma capela de fluxo
previamente limpa e ligada. Para a ressuspensdo do pellet, foi adicional 50 puL de agua
ultra pura e 1,5 pL de RNAse, e incubado por 30 minutos em banho-maria a 37 °C.

2.3 AMPLIFICAQAO E SEQUENCIAMENTO DE REGIOES DOS GENES rpb2,
tefl, benA E cal (CaM).

Os genes rpb2, tefl e cal sdo barcodes utilizados para identificacdo de espécies do
género Trichoderma, ja benA, rpb2 e CaM sdo barcodes para Aspergillus. Sendo assim, 0s
fragmentos desses genes foram amplificados utilizando a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Os primers utilizados na PCR estdo descritos na tabela 1. Os
componentes das reacOes e programacdes do termociclador estdo especificados nas tabelas
2e3.

Tabela 1. Primers utilizados nas reagdes de PCR.

Tamanho

Gene Primer Sequéncia Sentido (nb) Referéncia
bi2a GGT AAC CAA ATC GGT GCT Forward
GCTTTC Glass;
benA b ACCCTCAGTGTAGTGACC . 550 donlagggon,
CTT GGC
CMD5 CCG AGT ACA AGG ARG CCT TC Forward
CaM 580 Hong et al.,
a CCG ATR GAG GTC ATR ACG 2006
CMD6 TGG Reverse
GAY GAY MGW GAT CAY TTY
5F Forward :
rph2 GG 1000 Liu et al.,
1999

7cR  CCCATRGCTTGY TTR CCC AT Reverse
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278F CAT CGA GAA GTT CGA GAA Forward Druzhinina
GG et al., 2005
tefl 1200 )
TEFL- Jaklitsch;
AAC TTG CAG GCAATGTGG  Reverse voglmayr,
LLrev
2015
GAG TTC AAG GAG GCC TTC
228F TCCC Forward Carbone:
cal 00 yohn, 1999
737R  CAT CTT TCT GGC CAT CAT GG Reverse ’
Tabela 2. ReacGes das PCRs com 25 pL.
Reagentes rpb2 tefl benA  cal CaM
Agua ultrapura (pl) 14,3 11,8 14,6 13,3 12,3
Tamp?&o 10x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl2 (25 mM) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
dNTP (2,5 mM) 2,0 2,5 2,0 2,0 2,0
Primer 1 (10 pmol/pl) 1,0 2,0 0,75 1,0 2,0
Primer 2 (10 pmol/pl) 1,0 2,0 0,75 1,0 2,0
Taq polimerase (5 U/pl) 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2
DNA 2,0 2,0 2,0 3,0 2,0
Tabela 3. Programas das PCRs utilizadas no termociclador.
Regi.(”)es Desr.la'tl'Jragéo Ciclos Desnaturagdo Anelamento Alongacdo Ext.enséo
genicas inicial final
tefl 94°C -5 40 94°C-30" 50°C-30" 72°C-90" 72°C-¢6
rpb2 94°C - 2' 35 94 °C-30" 55°C-45" 72°C-1' 72°C - 2'
cal (CaM) 95°C-2 38 93°C-30" 50°C- 30" 72°C-1' 72 °C -10'
benA 94 °C -3 35 94°C-30" 58°C-45" 72°C-1'30" 72°C-5%
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Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit comercial GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit GE Healthcare e confirmados através da eletroforese
em gel de agarose a 1%. Posteriormente, enviados para 0 sequenciamento na empresa
ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre,
RS). Os eletroferogramas foram editados no DNADragon 4.4.2.

2.4 ANALISES FILOGENETICAS

As anédlises filogenéticas foram realizadas utilizando as sequéncias de
nucleotideos obtidas neste trabalho e também sequéncias homdlogas recuperadas nas bases
de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (tabela 4). As
sequéncias recuperadas foram escolhidas mediante a comparacdo das identidades
conferidas pela ferramente BLASTn. O alinhamento mdultiplo das sequéncias de
nucleotideos foi feito e editado manualmente no MEGA 5.2. Foram realizadas analises
filogenéticas pelo método da méxima verossimilhanca utilizando arvores concatenadas
contendo trés (Aspergillus) ou dois (Trichoderma) genes diferentes, a fim de se analisar a
concordancia genealdgica. As espécies utilizadas para gerar a arvore estdo descritas na
Tabela 4. A confiabilidade da topologia das arvores foi verificada pelo método de

bootstrap.

Tabela 4. Namero de acesso do NCBI Genbank das sequéncias incluidas nas analises

filogenéticas.

Espécie isolado benA CaM rpb2 tefl
Aspergillus
janus NRRL 1787 EUO014076.1 EF669536.1 EF669620.1 -
Aspergillus
brevijanus NRRL 1935 EUO014078.1 EF669540.1 EF669624.1 -
Aspergillus
trisporus CCDCAFI15 MF616387 MN013146 MF616389 -
Aspergillus
luppiae NRRL 6326 EUO014079.1 EF669575.1 EF669659.1 -
Aspergillus
flavipes NRRL 302 EU014085.1 EF669549.1 EF669633.1 -
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Aspergillus
iizukae
Aspergillus
carneus
Aspergillus
niger
Trichoderma
harzianum
Trichoderma
brunneoviride
Trichoderma
afroharzianum
Trichoderma
inhamatum
Trichoderma
guizhouense
Trichoderma
pyramidale
Trichoderma
corneum
Trichoderma
bannaense
Trichoderma
breve
Trichoderma
rugulosum
Trichoderma
asiaticum
Trichoderma
zeloharzianum
Trichoderma
azevedoi
Trichoderma
zelobreve

NRRL 3750

CBS 494.65
NRRL 326
CBS 226.95
CBS121130
GJS 04-186
CBS 273.78
HGUP0038
CBS:135574
S73

CBS 100541

HMAS:248840

HMAS 248844
SFC20180301-

001
YMF1.00352
YMF1.00268

CEN1422

CGMCC
3.19695

EU014086.1 EF669555.1

FJ491723.1 FJ531220.1

LC589349.1 LC589323.1

EF669639.1

EF669653.1
EF661058.1
AF545549.1
EU498357.1
FJ442691.1
FJ442725.1
JQ901400.1
KJ665334.1
KJ842183.1
KY687979.1
KY687983.1
MH025986.1
MH158994.1
MH158996.1
MK696821.1

MN605872.1

AF534621.1

EU498316.1

FJ463301.1

AF348099.1

JN215484.1

KJ665699.1

AY937431.1

KY688037.1

KY688045.1

MH025984.1

MH183183.1

MH183181.1

MK696660.1

MN605883.1

2.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Os isolados foram

reativados em meio de cultura MEA 20%.

Em

seguida, foi feita suspensdo de esporos com 1 mL de &gar- agua, utilizando 3 pL dessa

suspensdo para a inoculagao.

Para Trichoderma sp. MON24, os meios de cultura usados para a caracterizagéo
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foram farinha de milho dextrose agar (CMD), sintético nutriente agar (SNA) e o batata
dextrose agar (BDA), adicionando 20 mL em cada placa de plastico, e colocado em
incubadora BOD a 25 °C por 14 dias. O crescimento da col6nia foi medido apés 72h. A
cor e o tipo de crescimento da coldnia, a formacao do micélio aéreo, o inicio da producao
de pustulas e pigmentos solveis foram analisados. Para as caracteristicas microscopicas,
foi feito o microcultivo em placa de Petri, e as estruturas foram analisadas entre 7 a 10
dias. As laminas foram feitas com acido latico e observadas no microscopio Optico. As
estruturas medidas foram o comprimento e largura dos conidios, clamidosporos, pustulas e
das células que sustentam as fialides, e comprimento, largura e largura da base das fialides.

Para Aspergillus sp. AMSO53 T1 e Aspergillus sp. AMSO53 T2, os meios de
cultura usados para a caracterizacdo foram oagar Czapek extrato de levedura (CYA), agar
extrato de malte (MEA), agar dicloran 18% glicerol (DG18), agar de extrato de levedura
sacarose (YES), &gar aveia (OA), agar Czapek (CZ), e agar creatina sacarose (CREA),
adicionando 20 mL em cada placa de plastico, e colocado na incubadora BOD a 25 °C por
14 dias. Placas adicionais em CYA foram incubadas a 37 °C e 40 °C. Caracteristicas como
coloracdo e textura do verso e reverso da colbnia, grau de esporulacdo, producdo de
exsudato e pigmento soltvel foram analisados utilizando a cartela de cores ISCC-NBS
(KELLY; JUDD, 1965). Para as caracteristicas microscopicas, também foi feito o
microcultivo, com estruturas analisadas entre 7 a 10 dias. As caracteristicas observadas
foram: tamanho e forma das estipes, métulas, fialides, vesiculas e conidios. Foram feitas
fotos da colbnia no 14° dia, e as estruturas microscépicas foram registradas com o

microscopio Zeiss Imager. A2 AXIO e Leica.

3 RESULTADOS

3.1 POSICAO FILOGENETICA DE Trichoderma sp. MON24

Em analises preliminares utilizando as sequéncias adquiridas dos isolados deste
estudo (tefl, rpb2 e cal) revelaram por utilizacdo da ferramenta BLASTn uma identidade

abaixo de 98% para os diferentes genes quando comparada ao banco de dados (NCBI) das
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sequéncias tipo das espécies do género Trichoderma. O resultado da &rvore filogenética
realizada a partir das sequéncias de nucleotideos dos genes tefl e rpb2 indica que
Trichoderma sp. MON24 € uma nova espécie do género Trichoderma. As espécies mais
préximas desse isolado sdo T. breve (CHEN; ZHUANG, 2017) e T. zelobreve (GU et al.,
2020), descritas pela primeira vez na China, e sdo pertencentes ao clado Harzianum
(Figura 1).

33 Trichoderma asiaticum YMF1.00352
iﬁi— Trichoderma asiaticum YMF1.00352
w Trichoderma afroharzianum GJS 04-186

71 Trichoderma pyramidale CBS 135574
Trichoderma rugulosum SFC20180301-001
52 | Trichoderma zeloharzianum YMF1.00268
494{— Trichoderma azevedoi CEN1422
59 Trichoderma inhamatum CBS 273.78

Trichoderma bannaense HMAS 248840

a3 Trichoderma sp. MON24
Trichoderma breve HMAS 248844
L Trichoderma zelobreve CGMCC 3.19695

Trichoderma corneum CBS 100541

Trichoderma brunneoviride CB5121130

0.005

Figura 1. Arvore filogenética das espécies de Trichoderma pelo método de maxima
verossimilhanga baseado no alinhamento multiplo combinado das sequéncias de
nucleotideos dos genes tefl e rpb2. Trichoderma brunneoviride CBS 121130 foi usado
como grupo externo. Foram usadas apenas sequéncias de nucleotideos dos tipos das
espécies.

3.2 DESCRICAO MORFOLOGICA DE Trichoderma sp. MON24

Trichoderma sp. DA CONCEIQAO, T.D. S; SALES, L. S.; ANDRADE, J. P.;
MARBACH, P. A. S.

Fig. 2

MycoBank: Ainda ndo depositado.
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Etimologia: Ainda nédo definida.

Tipo: Bahia, distrito de Valenca - praia de Guaibim (13°18°03.1”S/ 38°57°57.6”W),
coletado de serapilheira em uma regido de Mata no dia 10/11/2012. Material Tipo MON24,
preservado em estado inativo (Castellani) na conservacdo e utilizacdo da Universidade

Federal do Recdncavo da Bahia.

Em PDA apo6s 72h, raio da colbnia 47 — 56 mm, micélio cobrindo a placa apés 5d a 25°C.
Hifas aéreas a partir de 3d, inicialmente hialinas, passando para branco esverdeado, com
crescimento halocéntrico. Conidiacdo ap6s 3d, com formacdo de pustulas solitarias e

agregadas, brancas e verde escuras, inicialmente formando um halo ao redor do in6culo.

Conidiacao apos 3 d, formada em hifas aéreas e pustulas, pustulas brancas e verde-escuras,
solitérias e agregadas, surgindo proximo ao indculo e na regido mediana da placa. (0,2-)
04 -0,6 (- 0,8) x 0,10 — 0,5 11d (n = 20). Nenhum odor distinto observado. Nenhum
pigmento observado. Conidioforos trichoderma-like. Fialides dispostas frouxamente,
solitarias ou pareadas, lageniformes e ampuliformes 3 — 6 (-8) x 2 - 4 um, l/w 1,3 x 2,0 (-
2,3), 1 — 2 um largura da base um (n = 60), Células que nascem Fialides 4 — 7 (-9) x 2 - 3
pum (n = 30). Conidios verdes, lisos, subglobosos, globosos e ovoides, 2 —4 x 2 — 3 um, l/w
1,0 - 1,5 (n = 60). Clamiddsporos intercalados ou terminais, globosos a subglobosos 4 — 7
(-9)x3-6,1/w1,3-1,8 (n=230).

Em CMD apds 72h, raio da colbnia 44 — 48 mm, micélio cobrindo a placa apds 5d a 25°C.
Colbnia inicialmente vegetativa, se tornando aérea em 4 dias, inicialmente hialina, e
posteriormente, branco esverdeada, com crescimento irregular. Conidiacdo apds 5d,
formada em hifas aéreas epuUstulas brancas e verdes escuras, solitarias e agregadas,
surgindo inicialmente proximo ao inéculo e na regido mediana da placa, se espalhando

apos 7d.

Em SNA ap06s 72h, raio da colénia 30 — 48 mm, micélio cobrindo a placa apds 5d a 25°C.
Colbnia inicialmente vegetativa tornando-se aérea em 4d. Inicialmente hialina, se tornando
branco esverdeada, com crescimento irregular. Conidiacdo apds 4d, formada em hifas
aéreas e pustulas brancas e verdes escuras, solitarias e agregadas, surgindo préximo ao

indculo e na regido mediana da placa.

Nota: Em analises preliminares utilizando as sequéncias adquiridas dos isolados deste

estudo (tefl, rpb2 e cal) revelaram por utilizacdo da ferramenta BLASTn uma identidade
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abaixo de 98% para os diferentes genes quando comparada ao banco de dados das
sequéncias tipo das espécies do género Trichoderma. Além disso, a espécie descrita
demonstra caracteristicas morfologicas e morfofisiologicas, quando comparada ao tipo de
T. breve, como, menor taxa de crescimento em todos os meios de cultura em 25 °C.
Contudo, devido ao alto nivel de similaridade morfoldgica dentro do clado Harzianum,
algumas espécies possuem caracteristicas morfologicas idénticas e sendo assim,
identificadas como espécies cripticas, dificultando dessa maneira a delimitacdo
morfologica entre as espécies pertencente a esse clado, necessitando assim de mais estudos

para alcancar a concepcao taxonémica a nivel de espécie.

Figura 2. Trichoderma sp. MON24. Culturas em 7d a 25 °C: BDA (A); SNA (B); CMD
(C). Estruturas microscopicas em BDA a 25 °C (D — H). Conidios (D); conidiéforos e
fialides (E, F); clamidosporos: intercalar (G) e terminal (H). Barra de escala = 10 um.
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Com a descri¢do das estruturas macromorfologicas do isolado Trichoderma sp.
MON24 observou-se que em meio CMD, o isolado apresentou um crescimento irregular e
conidiacdo ap6s o 5d, diferindo de T. breve, cuja conidiacdo se deu ap6s 2d e seu
crescimento foi em zonas concentricas. T. zelobreve exibiu crescimento aéreo
imperceptivel. Em SNA, o crescimento foi irregular e as puastulas surgiram com mais
intensidade préximo ao indculo. J& T. breve apresentou pustulas em anéis concéntricos
irregulares, e T. zelobreve teve um crescimento regularmente circular. Em BDA, T. breve e
Trichoderma sp. MON24 se assemelham quanto ao tipo de crescimento em anéis
concéntricos apresentando micélio denso branco e esverdeado. Diferentemente de T.
zelobreve que possuiu crescimento circular irregular e colonia amarelo-esbranquicada.
Houve também diferencas entre as taxas de crescimento das coldnias nos diferentes meios
de cultura (Tabela 5).

Tabela 5. Amplitude radial (mm) das colénias de Trichoderma sp. MON24, T. breve e T.
zelobreve, ap6s 72 h, a 25 °C, nos meios CMD, SNA e BDA.

Amplitude radial das colbnias

Trichoderma breve

Trichoderma sp. _ Trichoderma zelobreve
MON24 CHEN; ZHUANG, GU et al., 2020.
2017,
Tamanho CMD 44 — 48 67 —72 11-12
da
Colonia SNA 30 —37 54 —55 62 — 63
(mm)

BDA 47 - 56 71 =172 55—-58

As estruturas microscopicas de Trichoderma sp. MON24 também foram
comparadas com as espécies mais proximas (Tabela 6). Ambos possuem conidi6foro
Trichoderma-like, fialide ampuliforme e langeliforme, e conidios subglobosos a ovoides,
com excecdo de T. breve, que ndo apresenta este ultimo. Ndo foram foram observadas
diferencas nas medicgdes do isolado deste estudo com T. breve T. zelobreve, com excecéo

da presenca de clamiddsporos em meio SNA, ausente neste Gltimo.
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Tabela 6. Comparacdo microscopica entres as espécies de T. breve e T. zelobreve com o
isolado Trichoderma sp. MON24 em meio BDA e SNA a 25 °C.

Trichoder Trichoderma breve Trichoderma

Trichoderma

Espécies masp. CHEN; ZHUANG, zelobreve
MON24 2017. sp- MON24 G et al., 2020.
Meios de cultura BDA BDA SNA SNA
(2,0-) 2,3-
CxLdo 2-4x2 25-35(39x 5, 5., 5 26(29X
conidio -3 2,5-3,1 15)18-2.2
(_2!5)
C/L conidio 1-1,5 1-1,3 1-15 089)11-14
(_1!7)
e C x L da célula 4-7(-9) 57 (-11) x 2
S quesurgem <213 "3
2 fialides
(&)
=
2
¢ Ldabasedo 14-25 1-3 14-21
2 fialide
=
®
S (3,5-) 4,0-6,0
% - 3—6(-8) 6,7-10,0 3-5(-7)x2 (-7,0) x
g Cxbhalide "o 4’ 122)x2839 -4 (2.2) 2,6-32
E (_3,5)
S
- 1,3-2,0 (1,7-)2,2-34 - (1,1-)1,4-2,1
C/L da fialide (2.3) (~4.4) 13-20 (2.5)
CxLdo 4-7(9) 41-7,6x(28) 4-7(9)x2
Clamiddsporo  x3-6 35-6,2 -6
C/L do 13-17
Clamiddsporo 13-18  10-14(-18) (- 2,0) a




3.3 POSICAO FILOGENETICA DE Aspergillus sp. AMSO53

Em analises preliminares utilizando as sequéncias adquiridas dos isolados
Aspergillus sp. AMOSO053 T1 e Aspergillus sp. AMOSO053 T2 deste estudo (benA, rpb2 e
CaM) revelaram por utilizacdo da ferramenta BLASTn uma identidade acima de 98% para
os diferentes genes quando comparada ao banco de dados (NCBI) das sequéncias tipo da
espécie Aspergillus brevijanus. O resultado da arvore filogenética realizada a partir das
sequéncias de nucleotideos dos trés genes indica que os isolados de estdo intimamente
relacionados com A. brevijanus, indicando que eles pertencem a mesma espécie (Figura 3).
Portanto, esses isolados representam um novo registro de ocorréncia dessa espeécie.
Aspergillus brevijanus faz parte da secdo Jani, que possui apenas trés espécies:
A.brevijanus, A. janus e A. trisporus, todas isoladas de solo sendo México, Panama e

Brasil, respectivamente.

78 AMSO53T1
100{ AMSO53 T2

100 EU014078.1 Aspergillus brevijanus NRRL 1935

100
MF616387.1 Aspergillus trisporus CCDCAFI 15

EU014076.1 Aspergillus janus NRRL 1787

EU014079.1 Aspergillus luppiae NRRL 6326

100 —:EUOMOBG.I Aspergillus iizukae NRRL 3750
100 EU014085.1 Aspergillus flavipes NRRL 302

T' FJ491723.1 Aspergillus carneus CBS 494.65

L.C589349.1 Aspergillus niger NRRL 326

0.02

Figura 3. Arvore filogenética das espécies de Aspergillus pelo método de méxima
verossimilhanga baseado no alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos dos
genes benA, rpb2 e CaM. Aspergillus niger NRRL 326 foi usado como grupo externo.
Foram usadas apenas sequéncias de nucleotideos dos tipos das espécies.
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3.4 DESCRICAO MORFOLOGICA DE Aspergillus sp. AMSO53

Caracteristicas macroscopicas: colénias em CYA 25 °C, 14d: 20 — 26 mm,
velutinosa, radial e concentricamente enrugada, micélio branco (n° 263), esporulacéo
moderada a densa amarelo laranja palido (n° 73), branco (n° 263), verde escuro (n° 146),
exsudato as vezes amarelo, pigmento soluvel as vezes amarelo vivido (n° 82), reverso
amarelo laranja escuro (n° 72), laranja forte (n° 50). Col6nias em MEA 25 °C, 14 d: 17 —
25 mm, velutinosa, micélio branco (n° 263), radialmente enrugado, esporulacdo moderada
variando de amarelo laranja claro (n® 70) a verde amarelado escuro (n° 137), exsudato
claro, pigmento soltvel amarelo vivido (n° 82), reverso laranja forte (N° 8. 50). Col6nias
em DG18 25 °C, 14 d: 16 — 18 mm, velutinosa a flocosa, micélio branco (n° 263),
radialmente enrugado, esporulagdo moderada verde palido (n° 149) a verde-claro moderado
(n°144), sem exsudato, pigmento soltvel amarelo vivido (n° 82) a forte amarelo laranja (n°
68), e reverso amarelo laranja forte (n° 68). Colénias em YES 25 °C, 14 d: 23 — 27 mm,
velutinosa, micélio branco (n° 263), radialmente enrugado, esporulacdo moderada a denso
verde escuro (n° 146), amarelo claro (n° 86), rosa amarelado palido (n° 31), sem exsudato,
pigmento sollvel laranja vivido (n° 48), e no reverso laranja forte (n° 50) e laranja vivida
(n° 48). Colbdnias em OA 25 °C, 14 d: 23 — 33mm, flocosa, plana, micélio branco (n° 263),
esporulacdo amarelo acinzentado escuro moderado (n° 103), exsudato e pigmento soltvel
ausente. Coldnias em CZ 25 °C, 14 d: 20 — 23 mm, flocosa, plana, micélio branco (n° 263),
esporulacdo cinza-oliva (n° 113), exsudato e pigmento sollvel ausente. Coldnias em
CREA 25 °C, em 14 d: 12 — 26 mm, flocosa, plana, esporulagdo verde amarelo vivido (n°
115), sem producdo de éacido. Colbnias crescidas em CYA 37 °C, e auséncia de
crescimento em 40 °C.

Caracteristicas microscopicas em MEA 25 °C, 7 a 10 dias: Cabeca conidial radial
e colunar, bisseriada as vezes unisseriada. Estipes incolores com paredes lisas e néo
septadas, raramente curvada, com comprimento (6 — )14 — 82 (- 100) um e largura 2 — 4
um. Vesicula globosa, piriforme e espatulada com comprimento 2 — 9 um e largura 2 — 6
(— 8) um. Fialides cobrindo um a dois tercos da superficie da vesicula, com tamanho 3 — 8
pum. Conidios verdes, lisos e espiculados, globoso, subglobosos e ovoides, 2 — 4 um de

comprimento e largura.
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Figura 4. Aspergillus sp. AMSO53 culturas em 14d a 25 °C: CYA verso (A), reverso (B);
MEA verso (C), reverso (D) CREA (E); AO (F). Conidios (G). Conidiéforos (H — K).

Barra de escala = 10 pm.
38



Comparando a descricdo morfoldgica dos isolados de Aspergillus sp. AMSO53
com a descri¢do atualizada de A. brevijanus feita por Hubka et al., 2015 observamos que
eles se assemelham quanto a coloracdo nos meios MEA, CZ e ndo héa producédo de acido no
meio CREA. As colbnias cresceram a 37 °C, porém ndo houve crescimento em 40 °C. Em
CYA houve diferencas na coloracdo da colbnia, no qual A. brevijanus apresentou col6nias
azul acinzentado escuro e esporula¢do com segmentos brancos, ja Aspergillus sp. AMSO53
teve micélio branco e esporulacdo variando de amarelo laranja palido a verde escuro.
Houve também diferencas no tamanho das colénias em todos os meios avaliados (Tabela
7). Nas estruturas microscopicas foi possivel notar diferencas também nos tipos de cabeca
conidial, tipo e tamanho das vesiculas, e tamanho das estipes e fialides (Tabela 8).

Tabela 7. Amplitude radial (mm) das colbnias de Aspergillus sp. AMSO53 e A.
brevijanus, em 14d, a 25 °C, nos meios CYA, MEA, CZ e CREA.

Amplitude radial das colonias

I(\:Ajlit?u?g Aspergillus sp. AMSO53 Aspergillus ;)Ir.’e\éiéigus Hubka et
CYA 20 —26 28 —44
MEA 17-25 28 —35
Ccz 20—-23 30 - 31

CREA 12 -26 21 —-22
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Tabela 8. Comparacédo das caracteristicas microscopicas entres Aspergillus sp. AMSO53 e
Aspergillus brevijanus Hubka et al., 2015.

- Aspergillus sp. Aspergillus brevijanus Hubka
Especies AMSO53 etal., 2015
Meios de
cultura MEA MEA
Conidioforo  Unisseriado e Bisseriado Bisseriado
§ Cabeca conidial Radial e Colunar Radial
Q.
\O H"H
2 Vesicula Globosa, piriforme e Piriformes a subclavadas
o espatulada
O
=  VesiculaCxL 2_6(_9L);12_6(_8) 9-20x8-18 um
[%2]
(1}
S , (6-)14-82(—100)x 2
B Estipe Cx L _4um 55-120x3—-4,5 (- 6) um
[<5]
§ Fialide C 3-8um 4,5-6,5um
3}
@)
Conidios C x L 2-4x2—-4pum (22-)25-3,1(-4) pum
4 DISCUSSAO

As alteracBes no Cdédigo Internacional de Nomenclatura para algas, fungos e
plantas tém exigido a aplicacdo de apenas um nome para cada fungo, independentemente
de sua reproducdo sexuada ou assexuada (MCNEILL et al. 2012). Com a revisdo do
género, o0 nome Trichoderma, por ter sido atribuido primeiramente, obteve prioridade sobre
Hypocrea, tendo suas espécies renomeadas (BISSETT et al., 2015). Caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas dos fungos, como cor, crescimento da coldnia, tipo de
conididéforo, tamanho das fialides, conidios, clamiddsporos, bem como a producdo de odor
e pigmentos sollveis, desempenham um papel importante na taxonomia, pois sdo
utilizados para a descricdo da espécie e a diferenciacdo entre se¢bes ou géneros. No
entanto, muitos fungos possuem espécies cripticas, ou seja, espécies diferentes que sdo
morfologicamente indistinguiveis. Portanto, a incorporacdo de métodos moleculares
desempenha um papel crucial na discriminacdo dessas espécies (DRUZHININA et al.,
2010).



Atualmente, a abordagem polifasica, que integra caracteristicas morfolégicas,
fisiologicas e filogenéticas, € a mais amplamente utilizada para identificar espécies
(TAYLOR et al., 2000). O método filogenético aplicado € a concordancia genealdgica, que
utiliza genes ndo relacionados para buscar independéncia evolutiva nas linhagens. No
presente trabalho, o isolado de Trichoderma descrito como uma nova espécie foi isolado da
restinga da Guaibim, um ecossistema impactado pela a¢do antrépica, com poucos estudos
voltados a conservacdo do ambiente. O isolado desse estudo pertence ao clado Harzianum
que € o segundo maior em namero de espécies, representando aproximadamente um quarto
do género. Esse clado abriga um complexo de espécies intimamente relacionadas e que
exibem pouca ou nenhuma diferenciagdo morfoldgica (CHAVERRI et al., 2015). Nas
comparacgOes filogenéticas, as espécies mais proximas do isolado deste estudo foram T.
breve e T. zelobreve, que foram inicialmente descritas na China. T. zelobreve difere de T.
breve por possuir fialides mais curtas, conidios menores e uma taxa de crescimento maior
(GU et al., 2020). De acordo com Chen & Zhuang (2017), T. breve possui semelhancas
morfolégicas na colénia e taxa de crescimento com T. Harzianum, mas ndo esta
filogeneticamente relacionado a ele.

Uma dificuldade enfrentada na identificacdo e descricdo de espécies fungicas é
além da presenca de espécies cripticas ou com pouca variagdo morfoldgica, a falta de
padronizacdo, tanto nas descricbes morfoldgicas, como é o caso de T. breve e T. zelobreve
que sdo espécies proximas e mesmo assim, a caracterizacdo micromorfoldgica foi feito em
meios de cultura diferentes, dificultando assim a comparacao entre as espécies. Além disso,
a falta de padronizacdo nas sequéncias depositadas no banco de dados, principalmente do
gene tefl para espécies de Trichoderma também representa um problema. Sequéncias
incompletas, ou apenas em regides muito conservadas dificultam a discriminacdo da
espécies e a interpretacdo da real historia evolutiva. Portanto, as informac@es contidas no
banco de dados devem ser curadas e usada com parcimdnia para evitar erros de
identificacéo.

As analises filogenéticas demonstraram que os isolados de Aspergillus estudados
fazem parte da espécie A. brevijanus, que foi inicialmente descrita no México. Essa espécie
ndo possui nenhum registro de ocorréncia desde que foi descrita pela primeira vez. Além
disso, A. brevijanus apresenta baixa identidade com as sequéncias das especies mais
proximas da se¢do, depositadas no NCBI (Tabela 9). Os isolados deste estudo representam

0 primeiro registro de ocorréncia dessa espécie, sendo isolada do solo do cerrado baiano,
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mostrando a importancia da conservagdo do ambiente e de estudos de diversidade voltados
a micobiota. Além disso, essa espécie apresenta aplicacdo biotecnoldgica, pois produz

metabolitos que sdo utilizados como anti-helmintico (LI et al., 2022).

Tabela 9. Valores de identidade de A. brevijanus com espécies da se¢do Jani.

Identidade com as espécies mais proximas

Aspergillus brevijanus

BenA CaM rpb2
Aspergillus trisporus 91,03% 87,95% 91,91%
Aspergillus Jani 80,36% 80,61% 88,15%

A. brevijanus era conhecida como A. janus variedade brevis, préxima de A. janus,
e fazia parte da secdo Flavipedes (VARGAS et al., 2005). Entretanto, anélise feitas por
Peterson (2008) demonstraram que os isolados representavam linhagens distintas, dessa
forma, a variedade foi elevada a classificacdo de espécie. Uma ementa na descri¢cdo da
espécie foi feita por Hubka e colaboradores (2015). Eles também concluiram nesse
trabalho que A. janus e A. brevijanus formavam um grupo separado de Flavipedes, e,
portanto, propuseram a criacdo de uma nova secdo chamada de Jani, no qual incluiram
essas duas espécies. Posteriormente uma terceira espécies foi incluida nessa secao, A.
trisporus, isolada no solo do Brasil (SOUZA et al., 2019).

Apesar de representarem a mesma espécie, 0s isolados tiveram diferencas
morfologicas principalmente quanto ao tamanho das colénias, sendo menores do que o A.
brevijanus em todos 0s meios avaliados. As caracteristicas microscépicas também
apresentaram menores valores nas vesiculas, estipes e fialides. Essas diferencas podem
sugerir uma variagdo intraespecifica devido as diferentes condi¢cdes ambientais. Entretanto,
as sequéncias de CaM dos isolados desse estudo ficaram mais curtas devido ao uso de
primers diferentes daqueles utilizados na descri¢do de A. brevijanus. A falta de uma parte
mais variavel desse gene pode resultar em diferencas filogenéticas, sendo necessaria a

adicicdo dessa regido para confirmacéo do resultado.
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5 CONCLUSAO

As analises morfologicas e filogenéticas indicam que Trichoderma sp. MON24
representa uma nova espécie de Trichoderma pertencente ao clado Harzianum e
Aspregillus sp. AMSO53 T1 e Aspregillus sp. AMSO53 T2 representam 0 primeiro
registro de ocorréncia da espécie Aspergillus brevijanus, entretanto, em virtude da

diferencas morfologicas, € necessario analises filogenéticas adicionais para confirmacao.
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CAPITULO 2: POTENCIAL PARA BIOCONTROLE DE
FITOPATOGENOS POR TRES NOVAS ESPECIES DE Trichoderma
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RESUMO

CONCEICAO, TAINA DELMONDES SANTOS, Bacharelado em Biologia, Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, 05 de 2023. Potencial para biocontrole de fitopatdgenos
por trés novas espécies de Trichoderma. Orientador: Phellippe Arthur Santos Marbach.

O controle bioldgico é uma alternativa no manejo de doencas e pragas na agricultura, que
visa reduzir a utilizacdo de produtos quimicos nocivos ao meio ambiente e a salude
humana. Fungos do género Trichoderma estdo entre os microrganismos mais utilizados no
controle biologico. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antagénico in vitro de
Trichoderma sp. nov. MTS17C, Trichoderma sp. nov. 49 e Trichoderma sp. nov. MTS29.
Os fitopatogenos utilizados foram: Aspergillus welwitschiae, causador da podriddo
vermelha do sisal e Moniliophthora perniciosa, causador da vassoura de bruxa do
cacaueiro. Para os ensaios de antagonismo, os fitopatdgenos foram inoculados em meio
agar batata dextrose (BDA) a 8 cm de distancia do agente de biocontrole. A producédo de
compostos volateis inibidores de fungos fitopatogénicos foi avaliada inoculando os
fitopatdgenos em BDA no centro da placa, e em outra placa, o agente de biocontrole foi
inoculado tanto em BDA quanto em agar extrato de malte (MEA). As placas foram
sobrepostas, seladas e incubadas em BOD a 25 °C. A avaliacdo da inibicdo foi feita
comparando o crescimento da coldnia na presenca e auséncia do agente de biocontrole. Os
trés isolados demonstraram potencial antagénico contra os fitopatdgenos testados,
apresentando os mecanismos de antibiose e micoparasitismo. Esses resultados indicam a
importancia de explorar a diversidade de Trichoderma, uma vez que espécies diferentes
possuem potencial biotecnoldgico a ser explorado na agricultura.

Palavras-chave: : Biocontrole; Funga; Trichoderma.
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ABSTRACT

CONCEICAO, TAINA DELMONDES SANTOS, Bacharelado em Biologia, Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia, 05 de 2023. Potential for biocontrol of phytopathogens by
three new species of Trichoderma. Orientador: Phellippe Arthur Santos Marbach.

Biological control is an alternative in the management of diseases and pests in
agriculture, which aims to reduce the use of chemicals that are harmful to the environment
and human health. Fungi of the genus Trichoderma are among the microorganisms most
used in biological control. The objective of this work was to evaluate the in vitro
antagonistic potential of Trichoderma sp. nov. MTS17C, Trichoderma sp. nov. 49 and
Trichoderma sp. nov. MTS29. The phytopathogens used were: Aspergillus welwitschiae,
which causes red rot in sisal, and Moniliophthora perniciosa, which causes witches'
broom in cacao. For the antagonism assays, the phytopathogens were inoculated in potato
dextrose agar (PDA) medium 8 cm away from the biocontrol agent. The production of
volatile compounds that inhibit phytopathogenic fungi was evaluated by inoculating the
phytopathogens in PDA in the center of the plate, and in another plate, the biocontrol
agent was inoculated both in PDA and in malt extract agar (MEA). The plates were
overlaid, sealed and incubated in BOD at 25°C. The evaluation of the inhibition was made
comparing the growth of the colony in the presence and absence of the biocontrol agent.
The three isolates showed antagonistic potential against the phytopathogens tested,
showing the mechanisms of antibiosis and mycoparasitism. These results indicate the
importance of exploring the diversity of Trichoderma, since different species have
biotechnological potential to be explored in agriculture.

Key-word: Biocontrol; Funga; Trichoderma.
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1 INTRODUCAO

As restingas sdo ecossistemas pertencentes ao bioma Mata Atlantica que possuem
diferentes formacOes vegetacionais e enfrentam temperaturas elevadas, periodos de seca e
pouca disponibilidade de nutrientes no solo (ANDRADE, 2013; BRASIL, 1999). De
acordo com a Resolu¢cdo do CONAMA n° 261/1999 (BRASIL, 1999), as restingas formam
um complexo vegetacional que depende mais da natureza do solo do que do clima, sendo
encontradas em praias, corddes arenosos, dunas e terragos.

O solo das restingas é pobre em nutrientes, portanto, os fungos celuloliticos tém
grande importancia na contribuicdo de matéria organica desse ecossistema. No entanto, em
compracdo com 0s conhecimentos acerca da vegetacdo e da fauna das restingas, nota-se
que o conhecimento sobre a micobiota é menor. A restinga é um ecossistema que sofre
grande impacto causado pela acdo antrdpica, o que pode resultar na perda de grande parte
da biodiversidade da micobiota com potencial biotecnolégico (ANDRADE, 2013).

Os fungos do género Trichoderma sdo amplamente utilizados em diversas areas
da biotecnologia, como na producdo de remédios, biocombustiveis, tintas e tecidos
(DRUZHININA; KUBICEK, 2016). Além disso, espécies de Trichoderma sdo usadas
como agentes de biocontrole para diversos fungos e nematoides que causam doengas em
plantas (FERREIRA et al., 2008). Os mecanismos de acao direta que tornam individuos
desse género atrativos para o biocontrole variam desde competicdo, antibiose e
micoparasitismo, além de induzirem resisténcia sistémica a fitopatégenos (BETTIOL,
1991; HARMAN et al., 2004; MEYAR et al., 2019).

O sisal (Agave sisalana) é uma das principais fontes de fibras biodegradaveis e
possui grande importancia econdémica no Brasil. No entanto, uma das principais doencas
que afeta essa planta é a podriddao vermelha do sisal, cujo agente etioldgico é Aspergillus
welwitschiae, um fungo oportunista com comportamento necrotréfico (DUARTE et al.,
2018). Outra doenca que afeta a producdo agricola do Brasil, principalmente na Bahia, é a
vassoura de bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao), causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa (EVANS, 1981). Essa doenca gerou impactos na Mata Atléntica e problemas
sociais, como desemprego e éxodo rural (MICHEREFF, 2001).

Para controlar doencas em plantas, muitas vezes sdo utilizados defensivos
agricolas que tem efeitos nocivos a salde e ao meio ambiente. Por esse motivo, a reducéo

do uso desses produtos quimicos tem sido incentivada e o uso de microrganismos para o
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controle bioldgico se apresenta como uma alternativa vidvel para 0 manejo dessas doencas
no campo (MEYAR et al., 2019). Nesse sentido, € importante conhecer 0s microrganismos
presentes no ambiente e estudar seu potencial biotecnoldgico.

Portanto, o objetivo deste capitulo é avaliar o potencial para biocontrole de

fitopatdgenos de trés novas espécies do género Trichoderma.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os isolados Trichoderma sp. nov. MTS17C, Trichoderma sp. nov. MTS29 e
Trichoderma sp. nov. 49 representam novas espécies de Trichoderma e foram utilizados
como agentes de biocontrole nos experimentos. Estes isolados séo pertencentes a colecdo
do Laboratorio de Biologia Evolutiva (LABEV) localizado na Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia (UFRB). Trichoderma sp. nov. MTS17C e Trichoderma sp. nov.
MTS29 fazem parte do clado Spirale e Chlorosporum, respectivamente, e foram
isolados de serrapilheira da Formacdo Arbustiva Aberta da Area de Proteco
Ambiental (APA) da Restinga de Guaibim, Bahia (13° 16' 10"S 38° 57' 33" W), ja
Trichoderma sp. nov. 49, pertence ao clado Spirale, e foi isolado de folhas coletadas em
ninhos de formiga (Atta sexdens rubropilosa) na Mata do Seu Nico (Fazenda
Bonsucesso) em Vigosa, Minas Gerais, (20°45'23"S 42°52'23"W) pelo grupo de
pesquisadores da Universidade Federal de Vigcosa (UFV) (ROCHA et al., 2017).

2.2 ENSAIOS DE CULTURA PAREADA E COMPOSTOS VOLATEIS

Os ensaios de cultura pareada e producdo de compostos volateis foram
realizados de acordo com Magalhdes et al., (2017), utilizando  Aspergillus
welwitschiae, agente etiolégico da podriddo vermelha do sisal e Moniliophthora

perniciosa, causador da vassoura de bruxa do cacaueiro.

Foram feitas suspensdes de esporos de 1,0 mL de agar-agua dos isolados utilizando
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5 ul parainoculacgdo, com excec¢do da M. Perniciosa, no qual utilizou-se disco de 5 mm de
didmetro do micélio feito com colénias crescidas previamente entre 10 & 12 dias. Para 0s
testes de cultura pareada, os fitopatdgenos foram inoculados em meio batata dextrose e
agar (BDA) na placa de Petri a 8 cm de distancia dos agentes antagonistas. As placas
foram seladas com 2 voltas de papel filme, e em seguida, foram incubadas em BOD a 25
°C.

J& para os ensaios de compostos volateis, os fitopatdgenos foram inoculados em
BDA no centro da placa de Petri, e em outra placa, o agente de biocontrole foi inoculado
em dois meios diferentes: extrato de malte (MEA) e BDA. Em seguida, as placas com o0s
fitopatdgenos e os agentes de biocontrole foram sobrepostas e seladas com 6 voltas de
papel filme para formar uma atmosfera compartilhada, e posteriormente foram incubadas
em BOD a 25 °C.

Para os dois testes realizados, os fitopatdgenos e os agentes de biocontrole
cultivados isoladamente nas mesmas condigfes foram usados como controle experimental.
A avaliagdo da inibicdo dos fitopatdgenos foi feita comparando o crescimento do
fitopatdgeno na presenca e na auséncia do agente de biocontrole ou dos compostos volateis

produzidos. O percentual de inibicdo foi avaliado no ultimo dia de cada experimento,

Média do tratamento

utilizando médias e seguindo a férmula: (1 )x 100.

Média do controle

Ambos experimentos tiveram quatro repeticdes cada, e foram integralmente
repetidos duas vezes. Nos ensaio de cultura pareada, o teste t studente foi feito no BioEstat
5.3 para avaliar a diferenca entre as médias a 5% de significancia, ja para os ensaios de

compostos volateis, foi feito o teste de Tukey a 5% de significancia.

3 RESULTADOS
3.1 ENSAIOS DE CULTURA PAREADA

Os ensaios de cultura pareada demonstraram que os isolados de Trichoderma
apresentaram um rapido crescimento inibindo o avango micelial dos dois fitopatdgenos
testados. Esse padrdo de competicdo foi 0 mais observado, com excecdo de Trichoderma
sp. nov. MTS29, no qual apresentou um halo de inibigdo indicando antibiose na presenca

de A. welwitschiae (Figura 5).
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Figura 5. Ensaio de cultura pareada. Controles: A. welwitschiae (A) e M. perniciosa (E).
Tratamentos: Trichoderma sp. nov. MTS17C contra A. welwitschiae (B) e M. perniciosa
(F); Trichoderma sp. nov. 49 contra A. welwitschiae (C) e M. perniciosa (G); Trichoderma
sp. nov. MTS29 contra A. welwitschiae (D) e M. perniciosa (H).

O resultado dos experimentos indicou que a presenca dos agentes de biocontrole
reduziu o crescimento micelial dos dois fitopatdégenos (Figura 6). O isolado Trichoderma
sp. nov. MTS17C inibiu significativamente A. welwitschiae no quinto dia, ja contra M.
perniciosa, a diferenca foi observada no quarto dia (Figura 6. A). Trichoderma sp. nov. 49
inibiu os dois fitopatdgenos somente a partir do quinto dia. Foi possivel notar que A.
welwitschiae na presenca do Trichoderma apresentou maior crescimento no segundo dia,
indicando que Trichoderma pode ter produzido substancias difusiveis no meio que tenha
estimulado o crescimento de A. welwitschiae (Figura 6. B). O isolado Trichoderma sp. nov.
MTS29 apresentou inibicdo significativa contra A. welwitschiae no terceiro dia, ja contra
M. perniciosa, se mostrou mais eficiente, sendo significativo a partir do segundo dia
(Figura 6. C).

Os agentes de biocontrole Trichoderma sp. nov. MTS17C e Trichoderma sp. nov.
49 foram mais eficazes na inibicdo de A. welwitschiae e M. perniciosa, respectivamente,
em comparacdo com Trichoderma sp. nov. MTS29, mesmo que este Ultimo tenha
apresentado a inibigdo mais precoce para ambas as espécies. O percentual de inibigdo mais
alto foi observado para Trichoderma sp. nov. MTS17C contra A. welwitschiae, com
23,10%, enquanto para M. perniciosa, Trichoderma sp. nov. 49 mostrou melhor inibig&o
(Tabela 9).
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Figura 6. Ensaios de cultura pareada. Controle: fitopatdgeno crescendo na auséncia do
agente de biocontrole. Tratamento: fitopatdgeno crescendo na presenca do agente de
biocontrole. Trichoderma sp. nov. MTS17C (A); Trichoderma sp. nov. 49 (B);
Trichoderma sp. nov. MTS29 (C).



3.2 ENSAIOS DE COMPOSTOS VOLATEIS

Os trés isolados foram eficientes na producdo de compostos volateis, resultando
na reducdo do crescimento micelial dos dois fitopatdgenos nos meios MEA e BDA
testados (Figura 7). Trichoderma sp. nov. MTS17C obteve um melhor desempenho na
inibicdo de A. welwitschiae, reduzindo significativamente o crescimento micelial ja no
segundo dia (Figura 7. A). Em relacdo M. perniciosa, a diferenca foi somente a partir do
sétimo dia (Figura 7. B). Trichoderma sp. nov. 49 também foi eficiente na inibicdo dos
fitopatdgenos, com diferenca significativa no quarto dia para A. welwitschiae e no quinto
dia para M. perniciosa (Figura 7. C — D). Ja o isolado Trichoderma sp. nov. MTS29 foi
capaz de inibir significativamente o crescimento dos fitopatdgenos a partir do quinto dia
para 0 meio BDA. No entanto, no meio MEA, a inibi¢gdo somente foi significativa a partir
do sexto dia para A. welwitschiae e no oitavo dia para M. perniciosa (Figura 7. E — F).

Observou-se variacdo nos percentuais de inibicdo dos fitopatdgenos de acordo
com o meio de cultura utilizado. No entando, exceto por Trichoderma sp. nov. MTS29,
que apresentou melhor desempenho na inibicdo de M. perniciosa em meio BDA, essas
diferencas entre os meios testatos nao foi significativa. Trichoderma sp. nov. 49 foi o
isolado que apresentou melhor inibicdo dos dois fitopatbgenos em ambos os meios de

cultura avaliados, seguido por Trichoderma sp. nov. MTS17C (Tabela 10).
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Figura 7. Atividade de compostos volateis contra A. welwitschiae e M. perniciosa.
Controle: fitopatdgeno crescendo na auséncia dos volateis do agente de biocontrole;
Tratamento BDA: fitopatdogeno crescendo na presenca dos volateis do agente de
biocontrole em meio BDA; Tratamento MEA: fitopatdgeno crescendo na presenca dos
volateis do agente de biocontrole em meio MEA. Trichoderma sp. nov. MTS17C contra A.
welwitschiae (A). Trichoderma sp. nov. MTS17C contra M. perniciosa (B). Trichoderma
sp. nov. 49 contra A. welwitschiae (C). Trichoderma sp. nov. 49 contra M. perniciosa (D).
Trichoderma sp. nov. MTS29 contra A. welwitschiae (E). Trichoderma sp. nov. MTS29
contra M. perniciosa (F).

Tabela 10. Percentual de inibicdo micelial dos fitopatdgenos no 10° dia.

Ensaio de Cultura Pareada

Trichoderma sp. nov.  Trichoderma Trichoderma sp.

MTS17C sp. nov. 49 nov. MTS29
A. welwitschiae 22,07% 15,25% 16,25%
M. perniciosa 21,43% 25,66% 19,64%

Ensaio de Compostos Voléateis

Meio BDA
Trichoderma sp. nov.  Trichoderma Trichoderma sp.
MTS17C sp. nov. 49 nov. MTS29
A. welwitschiae 43,53% 57,62% 40,15%
M. perniciosa 70,50% 71,27% 32,89%
Meio MEA
Trichoderma sp. nov.  Trichoderma Trichoderma sp.
MTS17C sp. nov. 49 nov. MTS29
A. welwitschiae 40% 55,01% 34,57%
M. perniciosa 69,50% 70,16% 28,50%
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4 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a biotecnologia tem se interessado pelo estudo do género
Trichoderma, especialmente no contexto da agricultura, devido aos beneficios que esse
género pode proporcionar as plantas, como acdo de biofertilizante e promocdo do
crescimento vegetal (SILVA et al., 2022). Varios estudos demonstraram a eficacia de
espécies desse género no controle de fitopatdgenos, utilizando mecanismos de agdo direta,
como competicdo, parasistismo e antibiose (ETHUR et al., 2001; MAKETON et al., 2008;
ROCHA et al., 2009; MARRASCHI et al., 2018; SOUSA et al., 2021; SILVA et al.,
2022).

Uma das caracteristicas mais atrativas de Trichoderma é o seu rapido crescimento,
0 que 0 torna promissor para uso na agricultura (BETTIOL, 1991; MEYER, 2019). Nos
ensaios de cultura pareada, observou-se que os isolados de Trichoderma cresceram
rapidamente, e na maiora dos casos, cobriu a colénia dos fitopatdgenos, podendo indicar
uma estratégia de micoparasitismo. Esse mecanismo envolve a colonizacdo e destruigdo do
patégenos por meio da invasdo do micelio de Trichoderma no tecido do fitopatdgeno, ou
por meio da producdo de enzimas extracelulares que causam a lise celular do agente
patogénico (BETTIOL, 1991;TYSKIEWICZ et al., 2022). O micoparasitismo tem grande
importancia em espécies utilizadas como produto de biocontrole, como Trichoderma
harzianum (CHAVERRI et al., 2015; SILVA et al., 2022).

Foi observado antibiose em Trichoderma sp nov. MTS29 na presenca de A.
welwitschiae. A antibiose é a inibicdo do crescimento ou viabilidade de um organismo por
meio de compostos antimicrobianos produzidos por outro organismo. Trichoderma produz
uma variedade de metabdlitos secundarios que possuem atividade antimicrobiana contra
patogenos de plantas. Esses compostos podem agir diretamente no patdgeno, interferindo
em sua estrutura celular, inibindo seu crescimento ou causando sua morte (BETTIOL,
1991; MEYER et al., 2019; TYSKIEWICZ et al., 2022).

Os compostos volateis sao metabolitos secundarios com potencial de biocontrole,
que podem ser explorados na agricultura (MINERDI et al., 2009; MAGALHAES et al.,
2017; MOYA et al., 2018). Esses compostos incluem alcoois, ésteres, cetonas e terpenos,
entre outros, que sdo liberados para o ambiente e podem interagir com outras espécies de

fungos presentes no solo, incluindo patogenos de plantas. Por exemplo, estudos mostraram
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que o compostos volateis como 6-pentil-a-pirona (6-PP), dissulfeto de dimetila,
dibenzofurano e metanodiol produzido por Trichoderma atua como agente antifungico,
inibindo o crescimento de fungos fitopatogénicos (CASTILLO et al., 2011; CHEN et al.,
2016; ZEILINGER et al., 2016).

Os resultados dos testes indicaram que a produgdo desses compostos inibiu o
crescimento da colénia dos dois fitopatogenos. Além disso, em relacdo ao percentual de
inibicdo, os testes de copostos volateis foram mais eficientes do que os de cultura pareada.
Os isolado Trichoderma sp. nov MTS17C e Trichoderma sp. nov. 49 que pertencem ao
clado Spirale foram mais eficientes do que o isolado que pertence ao clado Chlorosporum.
Embora ainda haja muito a ser investigado sobre a eficacia do controle bioldgico utilizando
compostos volateis produzidos por Trichoderma, os resultados dos estudos surgerem que a
producdo desses compostos pode ser uma estratégia importante para melhorar a eficacia do

controle bioldgico.

5 CONCLUSAO

Os isolados que representam novas espécies de Trichoderma mostraram
capacidade de inibir o crescimento micelial tanto de Aspergillus welwitschiae quanto de
Moniliophthora perniciosa, utilizando mecanismos de antibiose tanto em compostos
difusiveis quanto volateis, o que sugere seu potencial para serem explorados em termos de

biocontrole.
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