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RESUMO

Quarenta e seis isolados de Trichoderma provenientes de solo do
cerrado brasileiro foram purificados através de cultura monosporica e
caracterizados com base em aspectos morfoldgicos, culturais € moleculares
(perfil de digestdo da regiao correspondente os espagos transcritos internos
(ITS) 1 e 2 e 0 gene 58S). A espécie mais frequentemente isolada foi T.
harzianum (34 isolados), seguida de T. asperellum (4 isolados), T. koningii (3
isolados) e 7. spirale ? (2 isolados). Trés isolados constituiram um grupo com
caracteristicas peculiares, como conidios lisos e elipsbéides e culturas com
pronunciado odor de coco, podendo constituir uma espécie ainda n&o descrita,
embora a digestéo da regido do rDNA desses isolados com as enzimas de
restricdo Eco RIl, Hha |, Bam Hl e Msp | tenha mostrado o mesmo perfil
apresentado por isolados de T. koningii. Variagdo morfologica foi encontrada
especialmente entre isolados de 7. koningii e T. harzianum. Diversidade
genética através de PCR-RAPD, atividade biologica contra R. solani e
capacidade de producdo de enzimas hidroliticas foram analisadas para
isolados de T. harzianum. A maiona dos isolados de T. harzianum testados
foram capazes de produzir quitinases e [3-1,3-glucanases quando crescidos em
meio contendo quitina como fonte de carbono e apresentaram diferentes niveis
de micoparasitismo contra R. solani. Relagbes entre niveis de atividade
biologica e similaridade genética entre isolados de T. harzianum sao discutidos

em relagao ao seu potencial como agente de biocontrole.



ABSTRACT

Monoconidial cultures of 46 strains of Trichoderma isolated from brazilian
cerrado soils were characterized on the basis of morphological and cultural
characteristics, and on RFLP of the internal transcribed spacer (ITS 1 and 2,
including 5.8S gene). The most common group comprised 34 isolates and was
identified as T. harzianum. The remainder isolates clustered into three groups:
T. asperellum (4 isolates), T. koningii (3 isolates), and T. spirale ? (2 isolates).
In addition, three isolates with smooth ellipsoidal conidia, and pronunced
coconut odour may be an undescribed taxa; although the digestion analysis of
the rDNA these isolates with Eco Rl, Hha |, Bam HI, and Msp | have showed
the same pattern of the T. koningii group. Morphological variation was noted
specially among isolates of T. koningii, and more subtle variation were also
observed for T. harzianum. Genetic diversity using RAPD-PCR, biological
activity against R. so/ani, and biochemical features were also assessed for T.
harzianum isolates. Considerable genetic variation was noted among isolates of
T. harzianum. Most of the T. harzianum tested are able to produce chitinases
and f3-1,3-glucanases when grown in chitin containing medium and presented
different levels of mycoparasitic activity against R. solani. Similarities between
levels and specificities of biological activity and the DNA-analysis-based

groupings are both discussed in relation to T. harzianum’'s potential as a
biocontrol agent.



INTRODUGAO GERAL

A partir do trabalho pioneiro de Weindling (1932), onde foi constatado a
capacidade de Trichoderma lignorum (Tode) Harz (=Trichoderma viride
Pers.:Fr.) parasitar importantes patégenos de solo em cultura, varios trabalhos
visando a utilizagdo de espécies do género Trichoderma para fins de controle
biol6égico de patdgenos de planta tem sido desenvolvidos. Esse estimulo deve-
se, principalmente, ao aumento da conscientizagao da opinido publica sobre os
danos causados por pesticidas quimicos ao ambiente, bem como sobre a
possibilidade da presenga de residuos carcinogénicos nos alimentos (Ragsdale
& Sisler, 1994; Gullino & Kuijpers, 1994); além da constante preocupacgéo
quanto ao surgimento de patégenos resistentes aos fungicidas disponiveis no
mercado (Hjeljord & Tronsmo, 1998).

Uma das alternativas a redugdo da aplicagdo de fungicidas quimicos
para o controle de doengas de plantas é a utilizagcdo de fungicidas a base de
organismos biologicamente ativos (biopesticidas). Nesse sentido, as inUmeras
estratégias de sobrevivéncia e proliferagao de espécies de Trichoderma, como
o rapido crescimento, produgéo de clamidosporos, capacidade de produzir
antibidticos e atacar outros fungos, bem como sua elevada capacidade de
degradar carboidratos estruturais e nao estruturais, o tornam de elevado
interesse para fins de controle biolégico, uma vez que essas caracteristicas
ecolégicas o possibilitam competir, colonizar e proteger importantes cortes de
infeccdo do hospedeiro, como raizes, lesdes e tecido em senescéncia (Hjeljord
& Tronsmo, 1998). Por outro lado, € de conhecimento corrente entre
pesquisadores que trabalham com controle biologico, que candidatos de
elevado potencial para controle de patogenos em condigdes experimentais
restritas, podem ser incapazes de produzir os mesmos resultados em
condicbes de campo. Isso deve-se ao fato de que as condigbes de
armazenamento e aplicacao sao mais criticas para organismos biolégicos, uma
vez que estes estdo mais sujeitos a reagdes diferenciais do hospedeiro e
ambiente (Callan et al., 1997), fazendo com que se tenha uma aficacia de
controle mais variavel do que a obtida com fungicidas quimicos (Harman,
1991). Essa caracteristica (reacdo diferencial a fatores biéticos e abiéticos) faz

com que um passo fundamental no desenvolvimento de agentes de biocontrole



seja o desenvolvimento de uma formulagao apropriada, a qual vise superar
limitagbes ambientais e proporcionar ao antagonista uma vantagem competitiva
em relagdao ao patoégeno(s) e organismos da microfiora nativa (Fravel et al.,
1995; Hijeljord & Tronsmo, 1998). Felizmente, o acumulo de informagdes
quanto a capacidade antagdnica e habilidade de colonizagao e proliferacao em
diferentes habitats, associado a sistemas de produgdo massal, formulagao e
aplicacao eficientes, tem levado ao desenvolvimento de produtos estaveis a
base de Trichoderma (especialmente T. harzianum). Tais produtos, como
RootShield™, T-22 Planter Box™ e Trichodex™, ja encontram-se em
comercializacao nos Estados Unidos, Europa e Israel (Harman, 2000).

Tendo em vista que o género Trichoderma apresenta espécies de
elevado potencial para utilizagdo como agentes de controle biolégico de
doencas de plantas (como evidenciado nos paragrafos anteriores),
especialmente se considerarmos a crescente demanda por produtos organicos
("green products") (Gullino & Kuijpers, 1994) e, a continua elevagao dos custos
e restricdes a utilizagdo de fungicidas quimicos (Ragsdale & Sisler, 1994),
trabalhos que visem o isolamento, caracterizagéo e selecao de isolados com
potencial para utilizagdo em programas de controle biologico devem ser
estimulados. Assim, o presente trabalho teve por objetivo fazer a
caracterizagao morfolégica e molecular de isolados de Trichoderma oriundos
de solo do cerrado brasileiro, bem como, avaliar o potencial de isolados de T.
harzianum quanto a sua capacidade micoparasitica e de produgao de enzimas
hidroliticas.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE ESPECIES DE
TRICHODERMA ISOLADAS DE SOLO DO CERRADO



1. INTRODUGAO

O género Trichoderma (Ascomycetes, Hypocreales) foi introduzido por
Persoon a mais de 200 anos atras (Persoon, 1794) e consiste de um fungo
anamoérfico habitante principalmente do solo, matéria organica e arvores em
decomposigao (Danielson & Davey, 1973; Roigers et al., 1991, Samuels, 1996;
Gams & Bisset, 1998). Isolados de Trichoderma frequentemente podem ser
reconhecidos por suas caracteristicas macroscopicas, tais como rapido
crescimento em cultura, micélio aéreo esparso e pustulas conidiogénicas
verdes ou brancas (Rifai, 1969; Bissett, 1984, 1991a). Em relacdo as
caracteristicas microscopicas deste género, Rifai (1969) propdés um
delineamen'to genérico que é geralmente aceito até hoje. O conidiéforo
apresenta-se repetidamente ramificado, sendo normalmente em uma forma
dendritica regular, isto €, ramificado a um elevado numero de niveis, com as
ramificagbes primarias produzindo ramificagées secundarias menores, as quais
também podem se ramificar e, assim por diante. Apéndices terminais estéreis
também sdo caracteristicos ao conidiéforo de determinadas espécies. As
fialides variam de ampuliformes a lageniformes, s&o usualmente constritas na
base, mais ou menos intumescidas na porgao mediana e, abruptamente
atenuadas proximo da regiao apical, formando um “pescogo” subcilindrico
curto. Estas sdo dispostas em verticilos terminais nas ramificagbes do
conidioforo ou, menos frequentemente, isoladamente ou em espiras logo
abaixo do septo localizado ao longo do conidiéforo. Os conidios podem ser
hialinos ou, mais frequentemente, verdes, com parede lisa ou rugosa.
dependendo da espécie. Clamidosporos estao normalmente presentes,
especialmente no micelio submerso, podendo ser intercalares ou terminais.

A despeito de suas caracteristicas macroscopicas serem facilmente
reconhecidas, este género carece de um conceito de espécie mais definido, em
virtude de variacbes dentro e entre grupos de espécies, as quais foram
definidas por Rifai como espécies agregadas (Rifai, 1969). Ademais, a maioria
dos isolados de Trichoderma n&o sdo encontrados associados com seus
estagios sexuais, sendo considerados fungos de reprodugao clonal (mitoticos).
Esta aparente auséncia de sexualidade constitui-se em uma barreira ainda

maior para a melhor compreensao das inter-relacées dentro e entre espécies



deste género (Samuels, 1996). Quando conhecidos, os teleomorfos de
Trichoderma encontram-se principalmente no género Hypocrea Fr.. Mais de 60
espécies de Hypocrea e géneros relacionados foram estudados e listados
juntamente com seus anamorfos por Doi (1966; 1969; 1971; 1972) e Doi & Doi
(1979). A maioria dos anamorfos de Hypocrea estuados pelo(s) referido(s)
autor(es) enquadraram-se no género Trichoderma, sendo que as espeécies
agregadas definidas por Rifai (1969) poderiam ser conectadas a mais de um
desses teleomorfos (Bissett, 1984). Desta maneira, obviamente que as
espécies de Trichoderma provenientes de diferentes teleomorfos sao
geneticamente distintas; embora suas caracteristicas morfoldgicas ndo sejam
suficientes para diferencia-las (Bissett, 1984). Assim, o principal problema é
definir os limites para espécies individuais e delinear um sistema eficiente para
distinguir espécies geneticamente heterogéneas, porém fenotipicamente
similares (Bissett, 1984, Samuels & Rehner, 1993).

Com o objetivo de facilitar as pesquisas dentro do género Trichoderma,
as quais sao dificultadas pela auséncia de critérios morfologicos para
diferenciag&o de espécies, como evidenciado no paragrafo anterior, Bissett, em
1991a, propds o termo “sec¢des” para acomodar formas similares dentro das
espécies agregadas estabelecidas por Rifai (1969), bem como variantes
morfolégicos de anamorfos de Hypocrea, ja que o sistema de Rifai, embora
sendo o mais amplamente utilizado, reconhece apenas nove espécies
agregadas, dentro das quais o limite entre espécies individuais ndo séo claros:
além de n&o ser capaz de acomodar a ampla variagado morfolégica reconhecida
atualmente (Samuels & Seifert, 1995). Este novo sistema de classificagao
propde a distribuicdo do género Trichoderma em cinco se¢des: segdo
Trichoderma Bissett, secao Longibrachiatum Bissett, secdo Saturnisporum Doi,
Abe & Sugiyama, segdo Pachybasium (Sacc.) Bissett e se¢do Hypocreanum
Bissett (Bisset, 1991a).

Apesar da maior facilidade proporcionada pelo sistema proposto por
Bissett, & importante ressaltar que a classificagao de espécies de Trichoderma
baseada somente em critérios morfolégicos pode nio ser suficiente para
resolver todas as espécies, ja que dentro deste género € impossivel inferir
sobre relagbes geneéticas entre isolados, em virtude da aparente auséncia de

reprodugao sexual para a maioria destes (Samuels & Rehner, 1993; Samuels,



1996). Assim, pesquisadores que utilizam somente caracteristicas morfolégica
devem ter em mente que similaridades entre dois isolados de Trichoderma néo
significa, necessariamente, que estes sejam da mesma espécie, ou seja,
consideragées a nivel de espécie devem ser realizadas com certa reserva
(Domsch et al. 1980; Samuels & Rehner, 1993).

Os objetivos do presente estudo foram analisar a diversidade
morfologica de espécies de Trichoderma isoladas de solo do cerrado brasileiro,
levando em consideracao caracteristicas macroscopicas e microscopicas e, se
possivel, correlacionar esses resultados com os obtidos a partir da
variabilidade molecular dos mesmos (Capitulo 2). Tal correlagdo sera analisada

com base nas seg¢des estabelecidas por Bissett (1991a).

2. MATERIAL E METODOS

2.1- ISOLAMENTO

Os isolados utilizados no presente estudo foram obtidos a partir de amostras
tomadas dos primeiros 5-7 cm do solo. com auxilio de um trado de 5 cm de
didmetro. Todas as amostras constituiram-se de 10 sub-amostras, as quais
foram misturadas e passadas através de uma peneira de 2mm de malha. Em
virtude da formagao de clamidosporos, colonizagdo da matéria organica,
rapido crescimento e abundante esporulagdo por parte de isolados de
Trichoderma (Gams & Bissett, 1998), utiizou-se a técnica de lavagem de solo;
onde 10g foram serialmente diluidas em agua estéril €, uma aliquota de 0,1 mL
das suspensodes foram distribuidas em placas de 9 cm didmetro contendo meio
seletivo para Trnichoderma (TSM) (Smith et al., 1990), adaptado de Davet
(1979). Ap6s 7-9 dias de incubagdo a temperatura ambiente, as colénias
caracteristicas do género foram transferidas massalmente para meio de cultura
BDA e, posteriormente, purificadas a partir de cultura monosporica (CBS,
1998). A Figura e Tabela 1 apresentam a origem geografica e habitat dos

isolados de Trichoderma analisados no presente estudo.
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Tabela 1. |dentificacdo, origem e habitat dos isolados de Trichoderma spp. utilizados no presente estudo

Espécie Identificagao inicial Origem ~ Habitat

T. harzianum UnB-1642 Formosa, DF Solo

= harzianum UnB-1643 Taquara, DF Solo

T. harzianum UnB-1644 Pipiripau, DF Solo

[. harzianum UnB-1645 Sobradinho, DF Solo

T harzianum unB-1647 ND, DF Solo

T harzianum UnB-1649 ND. DF Solo

T harzianum UnB-1650 Planaltina, DF Solo

T asperellum unB-1700 PAD, DF Solo

T koningii ALL-01 01 Goiania, GO Mata nativa

T. spirale ? ALL-03 01 Goiania, GO Mata nativa

T. spirale ? ALL-04 01 Goiania, GO Mata nativa

T harzianum ALL-05 01 Goiania, GO Mata nativa

T. harzianum ALL-07.01 Goiania, GO Brachiaria sp

T. harzianum ALL-11.01 Golania, GO Brachiaria sp
Trichoderma sp ? ALL-13 01 Goiania, GO Sorgo forrageiro
T. koningii ALL-1401 Goiania, GO Sorgo forrageiro
T. harzianum ALL-16.01 Orizona, GO Miiho

T harzianum - ALL-17 01 Orizona, GO Mitho

T harzianum ALL-18 01 Orizona, GO Milho

T. harzianum ALL-19 01 Oriozna, GO Milho

T harzianum ALL-20 01 Onzona, GO Mitho

T harzianum ALL-21 01 Orizona, GO Milho

T harzianum ALL-22.01 Orizona, GO Soja

T harzianum ALL-23.01 Onzona, GO Soja

T. hariznaum ALL-24 01 Orizona, GO Soja

T harzianum ALL-25 01 Brazabrantes, GO Mata nativa

T asperellum ALL-26.01 Goianira, GO Milho

T koningii ALL-27 01 Goianira, GO Arroz

T harzianum ALL-28 01 Goianira, GO Arroz

T asperellum ALL 3001 Goianira, GO Arroz

T asperellum ALL-31 01 Goanua, GO Arros

I' harzianum ALL-32 01 Goianira, GO Arroz
Tnchoderma sp ? ALL-34 01 Acreuna, GO Algodao

T harzianum ALL-38 01 Rio Verde, GO Pomai de goiaba
T harzianum ALL-40 01 Rio Verde, GO Pomar de goiaba
T. harzianum ALL-41 01 Rio Verde, GO Pomar de goiaba
T harzianum ALL-42 01 Rio Verde, GO Pomar de goiaba
T harzianum ALL-43 01 Rio Verde, GO Pomar de goiaba
T harzianum ALL-44 01 Rio Verde, GO Pomar de goiaba
Trichoderma sp 7 ALL-45 01 Rio Verde, GO Pomar de goaba
T harzianum ALL-46 01 Rio Verde, GO Sorgo forrageiro
T. harzianum ALL-47 01 Rio Verde, GO Sorgo forragewo
T harzianum ALL-48 01 Rio Verde, GO Sorgo forrageiro
T harzianum ALL-49.01 Rio Verde, GO Sorgo forrageiro
T harzianum ALL-51.01 Rio Verde, GO Milho

T harzianum ALL-52 01 Rio Verde, GO Milho

ND = Néao determinada

2.2- CULTIVO E OBSERVAGCOES

Os métodos de cuitivo descritos por Rifai (1969) ainda sdo geralmente
sequidos. Para descricdo das colonias, conidioforos, fialides e conidios utilizou-
se 0 meio de cultura extrato de malte 2%, com incubagdo a temperatura
ambiente e luz difusa. As caracteristicas do conidiéforo foram descritas aos 3-4
dias de cultivo, a partir de areas de intensa formagao de conidios (pustulas). Ja

as caracteristicas dos conidios foram tomadas aos 12-14 dias de cultivo,
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invariavelmente utilizando-se a objetiva de x100. Tanto para observagao do
conididforo como dos conidios o material for montado em Iaminas semi-
permanente, com lactoglicerol, sem corante. Ainda para observagao das
caracteristicas do conidio utilizou-se microscopia eletronica de varredura
(MEV), cujo material foi preparado da seguinte forma: discos de cultura de 5
mm foram retirados de areas de conidiagio intensa e fixados em solugdo a
base de glutaraldeido 2% e paraformaldeido 2%, em tamp&o cacodilato 0,05 M
(pH = 7,2), por 12 horas, a 4°C. Apos a fixacdo o material sofreu quatro
lavagens em tampao cacodilato 0,05 M (pH = 7,2) e foi pés-fixado em solucéo
de tetroxido de ésmio (Os04) 1%, em tampao cacodilato 0,01 M, retornando a
geladeira (4°C) por mais 1 hora. Posteriormente, o material sofreu uma nova
série de quatro lavagens com tamp&o cacodilato (pH = 7,2) e, em seguida, foi
desidratado em série aquosa de acetona a concentragao de 30, 50, 70, 85, 95
e 100%. O material permaneceu por 15 minutos em cada uma das
concentragdes, sendo que para a concentragao final de 100% o material
recebeu duas lavagens de 10 minutos cada. Logo apos a desidratagao foi feita
a secagem ao ponto critico, utilizando-se o equipamento de secagem Balzers
CPD 030 (Bal-Tec, Fuerstentum, Liechtenstein). Em seguida o material foi
vaporizado com ouro, durante 150 segundos, usando-se o "Sputter Coater"
Balzers SCD 50 (Bal-Tec, Fuerstentum, Liechtenstein), completando-se assim
o preparo do material para observagdo ao MEV.

Para medig¢ao do crescimento linear das coldnias também foi utilizado o
meio extrato de malte 2%, sendo que a incubagao foi a 20 + 1°C no escuro, por
quatro dias. Todas as descrigdes morfologicas foram baseadas nos trabalhos
desenvolvidos por Bissett (1984, 1991a; 1991b; 1991c e 1992) e Gams &
Bissett (1998).

2.3- FOTODOCUMENTACAO

As fotomicrografias foram efetuadas utilizando-se um microscopio
Zeizz, modelo Axiophot (W. Germany), equipado com contraste interferencial.
Ja as eletromicrografias foram realizadas com o auxilio do microscopio Jeol,
modelo JSM 840-AE (Jeol Ltda., Tokio, Japao).
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2.4- ANALISE DOS DADOS

Todas as medidas morfométricas foram analisadas utilizando-se 0
programa STATISTICA (StatSoft, Inc., 1999), a partir de 30 medi¢gbes para
cada paréametro. Os graficos foram desenvolvidos utilizando-se o programa
Microcal Origin (Microcal Sofware, Inc., 1997).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- FREQUENCIA DE ESPECIES

Quatro taxons definidos foram identificados dentro dos 46 isolados
analisados. A espécie mais frequente foir T. harzianum, seguida por T
asperellum, T. koningii, e T. spirale, as quais apresentaram uma frequéncia de
isolamento bastante inferior (Figura 2). Trés isolados (ALL-13.01, ALL-34.01 e
ALL-45.01) apresentaram caracteristicas culturais e  morfologicas
aparentemente distintas dos taxons reconhecidos atualmente e podem

constituir uma espécie ainda nao descrita.

lﬁlulﬂu%llIinu;lnll!limnﬂllmﬂli‘vl
] ﬂmmuvuu‘ T,
] [————
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TR O,

Frequéncia (%)

T

P
R

TR R [ ey [ ———————

T.harzianum T. asperellum  T. koningii Trichodermasp. T.spirale

Espécies

Figura 2. Freguéncia de isolamento de espécies de Trichoderma.
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3.2- CARACTERIZACAO DAS ESPECIES

O sistema taxondémico mais amplamente utilizado para classificacdo de
Trichoderma reconhece nove espécies agregadas (Rifai, 1969). Cada espécie
agregada admite uma certa variagao morfolégica, embora a determinagéo dos
limites entre as espécies individuais ndo seja claro (Samuels & Seifert, 1995).
Bisset (1991a) reconheceu seg¢bées morfologicas dentro deste género e
monografou a secao Pachybasium, reconhecendo espécies discretas dentro
desta secdo (Bisset, 1991b). Para identificagdo dos isolados utilizados no
presente estudo, baseamo-nos principalmente nos trabalhos desenvolvidos por
Rifai (1969) e Bisset (1991a, 1991b e 1992), embora outros trabalhos também
tenham sidq considerados, caso a espécie em questdao nao tivesse sido

abordada pelos trabalhos referenciados anteriormente.

3.2.1- Trichoderma harzianum Rifai

A espécie T. harzianum é considera uma das mais comuns do género,
sendo facilmente recuperada dos mais variados tipos de solo (Rifai, 1969,
Bisset, 1991b). Caracteriza-se por apresentar colénias com consideravel
variacdo macroscoépica, podendo ser de coloragdo verde clara, verde escura ou
verde amarelada, as quais normalmente formam anéis de intensa conidiagcao
(Rifai, 1969), os quais s&o induzidos principalmente pelo efeito da luz (Betina &
Farkas, 1998). Tais caracteristicas foram prontamente observadas para
isolados identificados como T. harzianum no presente estudo (Figura 3A-F).

Alguns isolados de T. hazianum apresentaram a estrutura do
conidiéforo compativel com a segéo Trichoderma, com fiadlides mais alongadas
(tendendo a lageniformes) e dispostas de forma menos agregada (Figura 5C e
E), enquanto outros apresentaram conidiéforo tipico da seg&o Pachybasium, ou
seja, com fialides ampuliformes e disposta de forma bastante agregada (Figura
5A, B, D e F); porém, todos os isolados apresentaram fialides com dimensées
dentro dos limites estabelecidos para a espécie (4,0-95 x 2,0-3,9 um).
Conididforos jovens podem apresentar elongagdes estéreis nos estagios
iniciais de seu desenvolvimento, embora sejam totalmente férteis & completa
maturacao (Bisset, 1991b), o que também foi observado para alguns dos

isolados analisados no presente trabalho (Figura 5B). Os conidios sao



Figura 3A-F. Caracteristicas culturais de isolados identificados como T.
harzianum. (A) ALL-25.01; (B) ALL-07.01; (C) ALL-17.01; (D) ALL-30.01; (E) ALL-
42.01; (F) ALL-52.01. Bar = 10mm.
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basicamente subglobosos, lisos a alta magnificaggo, e com a base truncada
(Figura 5G, H, | e J). As dimensdes variaram entre 2.5-3,5 x 2,2-3,0 um, o que
também € perfeitamente compativel para 7. harzianum (Rifai, 1969, Bisset,
1891b; Gams & Meyer, 1998).

A espécie T. harzianum caracteriza-se principalmente por apresentar
conidios pequenos e subglobosos, fazendo com que seja diferenciada de
outras espécies dentro do género (Bisset, 1991b). Por outro lado, como esta
espécie constitui-se em uma das espécies agregadas estabelecidas por Rifai
(1969), isolados com uma certa variagdo morfologica sao admitidos, uma vez
que, como ja foi observado, os limites entre espécies individuais ndo séo claros
(Samuels & Seifert, 1995). A figura 4 evidencia uma certa variagao morfologica
dentro de isolados de T. harzianum, principaimente quanto ao comprimento das
fialides, as quais podem ser mais longas e delgadas. especialmente quando
sdo tomadas de regides de conidiagdo mais esparsa (Bisset, 1991b), bem
como, quando posicionadas na ramificagdo terminal do conididforo (Rifai,
1969).

Veerkamp & Gams (1983), citados por Bisset (1991b), descreveram T.
inhamatum como tendo forte tendéncia a conidiagdo em pustulas, fialides mais
largas e conidios levemente menores do que 0s observados para
T. harzianum, o que evidencia uma alta afinidade de T. inhamatum com
espécies da se¢do Pachybasium. Porém, Bisset (1991b) considerou esta
espécie como conspecifica de T harzianum, alegando que essas
caracteristicas sao tipicas de novos isolados desta espécies. Tais atributos
também podem ser associados a isolados analisados no presente trabalho, os
quais apresentam fialides mais ampuliformes e largas (Figura 5A, B e D).

Bisset (1991b) considerou T harzianum como pertencente a seg¢ao
Pachybasium; porém, em virtude da perda de seu holotipo, o qual teria sido
depositado por Rifai (1969) no herbario da Universidade de Sheffield (England),
sob cbédigo T008, Gams & Meyer (1998) neotipificaram esta espécie e
consideraram seu conidiéforo como sendo tipico da se¢ao Trichoderma. Isso
torna evidente que T. harzianum ocupa uma posi¢ao intermediaria entre as
secdes Trichoderma e Pachybasium (Gams & Meyer, 1998), o que também foi
perfeitamente observado para os isolados analisados aqui, os quais podem

apresentar fialides mais lageniformes, tipicas da se¢ao Trichoderma (Figura 5C



e E), como ampuliformes, mais caracteristicas da se¢do Pachybasium (Figura
5A, B, D e F).

ALL-07 ALL-08 ALL-21 ALL-40 ALL-42 ALL-49 ALL-51
T. harzianum

Figura 4. Variagdo no comprimento das fidlides (A) e conidios (B) de isolados

representativos de T. harzianum..

Essa espécie é considerada uma das mais importantes do género, uma
vez que apresenta isolados frequentemente utilizados no controle biolégico de
fungos fitopatogénicos (Hjeljord & Tronsmo, 1998); além de que os agressivos
contaminantes encontrados em compostos comerciais de Agaricus bisporus
também sédo classificados dentro desta espécie agregada, como T. harzianum
grupo Th2 para isolados obtidos do Reino Unido e grupo Th4 para isolados

americanos e canadenses (Seaby, 1996; Seaby 1998).



Figura 5A-J. Trichoderma harzianum. (A) Ramificacdo do conidiéforo mostrando
fidlides bastante ampuliformes (ALL-25.01). Bar = 20 pm. (B) Terminagdo apical do
conidiéforo jovem, ainda relativamente estéril (UnB-1650). Bar = 20 pm. (C) Porcao do
conidiéforo com fidlides mais lageniformes (ALL-52.01). Bar = 10 pm. (D) Idem a
figura 2A, porém com maior aumento. Bar = 10 pm. (E) Conidi6foro com fidlides
alongadas, tendendo a lageniforme (ALL-49.01). Bar =10 pm. (F) Ramificacdo lateral
do conidi6éforo mostrando fialides ampuliformes (ALL-50.01). Bar = 10 pm. (G) e (H)
Conidios subglobosos (ALL- 22.01). Bar =10 pm. (l) Conidios a elevada magnificacdo
(MEV) mostrando a superficie lisa e porcdo basal truncada (ALL-08.01). Bar = 1 pm.

(J) Idem a figura 2I, porém com maior aumento. Bar =1 pm.



(1999), como rapido crescimento em cultura, com a formac&do de até cinco
anéis concéntricos de densa conidiacdo e micélio aéreo praticamente ausente
(Figura 6B). Conidioéforo terminando em duas ou mais fidlides (Figura 7A, B, C),
as quais tem forma ampuliforme delgada, levemente alargadas na porgéao
mediana, medindo 6,0-10,5 x 2,2-3,5 pm (Figura 7 D e E). Os conidios sao de
subglobosos a ovéides (4,0-5,2 x 3,0-45 pm) (Figura 7F, G e H) e,

normalmente, fir @'m*ente ornamentados (Figura 71 e J).

Figura 6A-D. Caracteristicas culturais de isolados de diferentes espécies de
Trichoderma. (A) T. spirale (?). (B) T. asperellum. (C) T. koningii. (D) Trichoderma sp.
(sp. nov. ?). Bar = 10 mm.



Figura 7A-J. Trichoderma asperellum. (A) Zona de intensa conidiacdo (pustula)
(ALL-26.01). Bar = 30 pm. (B) Idem a figura 7A, porém com maior aumento. Bar = 20
m. (C) Porcao do conidiéforo mostrando as fidlides relativamente ampuliformes (ALL-
26.01). Bar = 20 pm. (D) Parte apical do conidiéforo mostrando fialides pareadas,
tipicas da espécie (ALL-26.01). Bar = 10 pm. (E) Outra porcao do conidiéforo
evidenciando as fialides pareadas e em verticilo de 3 (ALL-32.01). Bar = 10 pm. (F),
(G) e (H) Conidios de subglobosos a ovéides (ALL-32.01), (ALL-26.01) e (UnB-1700),
respectivamente. Bar = 10 pm. (I) e (J) Conidios a elevada magnificacdo (MEV),
evidenciando o aspecto verrugoso dos mesmos (ALL-31.01) e (ALL-26.01). Bar = 5 pm

e Bar = 0,5 pm, respectivamente.
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Embora 7. viride seja a espécie de Trichoderma mais frequentemente
referenciada por apresentar conidios verrugosos. 7. spirale Bisset e T. virens
(Miller, Giddens & Foster) von Arx também apresentam conidios de rugosos a
tuberculados. quando observados através de MEV (Bisset, 1991b), bem como
o anamorfo de H. pachybasioides Doi (Dot. 1972), principaimente quando
jovens).

ISOLADOS IDENTIFICADOS COMO T. asperellum: UnB-1700, ALL-
26.01; ALL-31.01; e, ALL-32.01.

3.2.3- Trichoderma koningii Out.

T. koningii foi uma das nove espécies agregadas descritas por Rifai
(1969). Bisse‘t (1991a) aceitou a descricdo da espécie estabelecida por Rifai
(1969); porém, ao mesmo tempo, enfatizou a alta heterogeneidade desta, ao
acrescentar que mais de 20 espécies morfologicamente distintas podem ser
assinalados como T. koningii sensu Rifai. incluindo anamorfos de Hypocrea.

Esta espécie caracteriza-se por formar pustulas de conidiagao
compactas ou coalescentes (Gams & Bisset, 1998), embora isolados da
localidade tipica caracterizem-se por produzir coridiagao difusa, cobrindo toda
a placa (Lieckfeldt et a/. 1998) Os conidiéforos variam de flexuosos a rigidos,
com fialides lageniformes ou mais ou menos ampuliformes, usualmente
pareadas ou dispostas irregularmente em isolados com conidioforo flexuoso, ou
em verticilo de 3-5 em isolados com conidioforo mais rigido e robusto, as quais
medem 7,5-12 x 2,5-3,5 nm, sendo que as terminais podem ser bastante
alongadas. Os conidios sdo lisos, variando de subcilindricos a elipsoides,
medindo 3,0-5,5 x 1,9-3,2 ym (Gams & Bisset, 1998).

No presente trabalho, todos os i1solados identificados como T. komngii
apresentaram conidiacado com tendéncia difusa, cobrindo toda a superficie da
placa (Figura 6C). Os conidioforos sdo tipicos da segao Trichoderma, retos
quando observados na zona de intensa conidiagao (Figura 9A), porem,
flexuosos quando observados individualmente (Figura 9B e C) Elevada
variabihdade morfométrica também foi observada (Figura 8), principalmente em
relagdo ao tamanho das fiadlides (4,8-10,0 x 2,0-3,3 ym). bem como na forma e

tamanho dos conidios (2,9-5,0 x 2,3-4,0 um) (Figura 9D, E, F, G, He |); embora
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todas estejam dentro dos limites descritos para 7. koningii sensu Rifai (Bisset
1991a).

5,5-‘ A 9,51 B
9.0 -
1 8'5:
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T. koningii T. koningii

Figura 8. Variagdo no comprimento dos conidios (A) e fidlides (B) de isolados de
T. koningii.

ISOLADOS IDENTIFICADOS COMO T. koningii: ALL-01.01;, ALL-
14.01; e, ALL-27.01.

3.2.4- Trichoderma sp. (sp. nov.) (?)

Trés isolados (ALL-13, ALL-34, E, ALL-45) desprovidos de micelio aéreo e com
alta tendéncia de conidiagdo pustular (Figura 6 D) foram isolados de solo de
cerrado utilizado para fins agricolas. Esses isolados apresentaram conidiéforos
flexuosos, caracteristicos da segao Trichoderma (Figura 10A e B), fialides
intermediarias entre ampuliformes e lageniformes (4,0-8,5 x 2,5-3,7 um) (Figura
10C) e conidios elipsoides lisos (3,5-4.8 x 2,8-34 um) (Figura 10D, E, F, G, e
H). Também apresentaram uma peculiaridade de exalar um intenso odor de
coco. Existe a possibilidade de que tais caracteristicas ainda nao tenham

sido descritas para taxons atualmente definidos de Trichoderma, uma



Figura 9 A-l. Trichoderma koningii. (A) Conidioforos a partir de area de conidiacao
(ALL-14.01). Bar = 20 |nm. (B) e (C) Conidioforos flexuososcom fidlides com tendéncia

a lageniformes (ALL-14.01). Bar=10|.im. (D) Conidios com tendéncia a elipsoides
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(ALL-27.01). Bar = 10 um. (E) e (F) Conidios subcilindricos (ALL-01.01). Bar = 10 um.
(G) Conidios intermediarios entre elipséides e subcilindricos (ALL-14.01). Bar = 10 um.
(H) Conidios agregados, entre elipsdéides e cilindricos (ALL-14.01). Bar = 5um. ()

Conidios lisos e elipsoides, com a base conspicua (ALL-27.01). Bar = 1um.

vez que as espécies frequentemente referenciadas por produzir intensc odor
de coco sdo T. viride e T. atroviride P. Karsten (Gams & Bisset, 1998), as
quais produzem conidios de globosos a subglobosos e verrugosos (7.
viride) ou lisos (T. atroviride). T. koningii possui conidioforo caracteristico da
secao Trichoderma e pode produzir conidios elipsoides. Entretanto, em recente
neotificacdo de T. koningii, Lieckfeldt et al., (1998) nao chamaram a atengao
para o fato da produgdo de intenso odor coco por parte dos isolados
analisados, ressaltando que nenhuma cultura produziu essa caracteristica, nem
sequer o nedtipo (CBS 457 .96).

De acordo com Collins & Halin (1972), citados por Howel (1998), o
constituinte responsavel pelo odor de coco proveniente de culturas de T. vinde
é o 6-pentil-pirona, o qual & uma antibiético de elevada atividade contra uma
série de patégenos de plantas, como Bolrytis cinerea Pers. . Fr, Rhizoctonia
solani Kuhn e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (Claydon et al, 1987).
Esse composto tem sido isolado a partir de T. harzianum, T. viride, T. koningii e
T. hamatum (Simon et al., 1988; Guisalberti & Sivasithamparam, 1991); porém,
a exce¢ao de T. koningii, os isolados referenciados no presente estudo n&o
possuem compatibilidade morfolégica com os mesmos, o que torna ainda mais
provavel que esses isolados possam constituir-se em uma espécie ainda nao
descrita.

ISOLADOS IDENTIFICADOS COMO Trichoderma sp. (sp. nov. ?):
ALL-13.01; ALL-34.01; e, ALL-45.01.

3.2.5- Trichoderma spirale Bisset (?)

A partir de solo de mata nativa obteve-se dois isolados com alta
compatibilidade com T. spirale Bisset (Bisset, 1991b), uma vez que formam
pustulas de conidiagdo inicialmente brancas que, posteriormente, evoluem para

verde-azuladas (6A). Conidioforos com prolongamento apical em espiral estéril



Figura 10(A-H). Trichoderma sp. (sp. nov. ?). (A) Pustulas de conidiacdo mostrando
a presenca de conidiéforos flexuosos (ALL-45.01). Bar = 30 pm. (B) e (C) Conidi6foros
flexuosos com fialides relativamente ampuliformes (ALL-13.01). Bar = 10 pm. (D), (E) e
(F), conidios elipsdides (ALL- 45.01), (ALL-34.01) e (ALL-13.01), respectivamente. Bar
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= 10 um. (G) Conidios elipsoides e agregados (ALL-13.01). Bar = 5 um. (H) Conidios
elipsdides e lisos a elevada magnificagao (MEV) (ALL-13.01). Bar = 1um.

(Figura 11A e B), os quais frequentemente sofrem anastomose (Figura 11C).
Fialides de ampuliformes a subglobosas (4.0-6,0 x 3.1-4,0 ym) (Figura 11D) e
conidios relativamente elipsoides (3,8-50 x 2,3-3,3 um), o0s quais
apresentam-se persistentemente agregados em mucilagem (Figura 11E), bem
como, diminutamente rugosos (Figura 11F).

T. polysporum (Link: Fr.) Rifai (Se¢ao Pachybasium) também apresenta
o apice do conidioforo espiral estéril, fialides predominantemente ampuliformes
e conidios elipsoidais; entretanto, seus conidios sao lisos, mesmo a elevada
magnificacdo (Bisset, 1991b). Por outro lado, H. pachybasioides foi
considerada o teleomorfo de T. polysporum (Gams & Bisset, 1998), porem,
como esta espécie produz uma anamorfo com conidios diminutamente
rugosos, principalmente quando jovens, deve-se questionar o fato de H.
pachybasioides ser o anamorfo de T. polysporum, ja que esse apresenta
conidios lisos a elevada magnificagdo (MEV), mesmo quando jovens (Bisset,
1991b)

ISOLADOS IDENTIFICADOS COMO Trichoderma spirale (?).. ALL-
03.01 e ALL-04.01.



Figura 11A-F. T. spirale (?). (A) Pustula evidenciando &pices de conidiéforos estéreis
e em espiral (ALL-03.01). Bar = 30pm. (B) Apice do conidi6foro em espiral com,
ramificacdes laterais curtas (ALL-03.01). Bar = 20 pm. (C) Anastomose entre apices de
conidiéforo estéreis (ALL-03.01). Bar = 10 pm. (D) Ramificacdo lateral do conidi6foro
mostrando fidlides de ampuliformes a subglobosas (ALL-04.01). Bar = 10 pm. (E)
Conidios elipséides agregados em mucilagem (ALL-04.01). Bar = 10 pm. (F) Conidios
diminutamente rugosos a alta magnificagdo (MEV) (ALL-03.01). Bar = 1pm.
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CAPITULO 2

ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DE ESPECIES DE
TRICHODERMA SPP. ATRAVES DE MARCADORES DE rDNA e
RAPD



INTRODUGAO

O género do fungo Trichoderma apresenta espécies de relevada
importancia econdémica para agricultura, especialmente em virtude de sua
capacidade de atuar como agentes de controle biologico de fitopatdégenos
(Papavizas, 1985; Melo, 1996). Algumas espécies dentro deste género tem se
mostrado eficientes principalmente contra fungos veiculados pelo solo, como
Gaeumannomyces graminis Arx & D. L. Oliver, Pythium ultimum Trow,
Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrét, Rhizoctonia solani Kuhn,
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Botrytis cinerea Pers. : Fr. e Sclerotium
rolfsii Sacc. (Maas & Kotze, 1987; Lumsden & Locke, 1989; Roigers et al,
1991; Beagle-Ristaino & Papavizas, 1985; Knudsen et al., 1991; Zimand et al.,
1996; Lewis & Fravel, 1996). Trabalhos recentes tambem tem evidenciado o
potencial de espécies de Trichoderma na solubilizagdo de nutrientes na
rizosfera, tornando-os mais disponiveis a absor¢cao pelas raizes e,
consequentemente, promovendo o crescimento das plantas (Altomare et al.,
1999; Harman, 2000).

Apesar da importancia deste género, sua taxonomia ainda permanece
indefinida e estudos baseados somente em caracteristicas morfologicas tem
provado serem insuficientes, principalmente devido a aparente maleabilidade
destas (Samuels, 1996, Turner et al.,, 1997). Tal maleabilidade faz com que o
limite entre algumas espécies seja quase imperceptivel, fazendo com que
confusbes na identificagcdo sejam frequentes, principalmente quando se
trabalha com um numero elevado de isolados (Kuhis et al., 1995; Lieckfeldt et
al., 2001; Kullnig et al., 2001). Aléem disso, tendo em vista que a maioria das
espécies de Hypocrea tem anamorfos em Trichoderma (Doi & Doi, 1979), é de
se esperar que o numero de espécies dentro deste género seja tdo grande
quanto o nimero de espécies de Hypocrea (Kindermann et al., 1998). Analises
filogenéticas também nao tem resultado em definicoes monofiléticas
correspondentes a espécies morfologicas pertencentes as se¢des Trichoderma
e Pachybasium (Kindermann et al., 1998; Lieckfeldt et al, 1998, Gams &
Meyer, 1998); ou seja, existem evidéncias que taxons morfologicamente
definidos sejam polifiléticos (por exemplo: T. harzianum; Muthumeenakshi et al.

1994). Tais constatagdes talvez possam explicar a elevada diversidade
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genética de aiguns taxons alocados dentro das se¢bes anteriormente referidas.
mesmo quando considera-se somente a variabilidade intraespecifica (Zamir &
Chet, 1985; Zimand, et al., 1994; Arisan-Atac et al., 1995; Turocz et al., 1996:
Gomez et al., 1997). Isso sugere que nao existem caracteristicas culturais e
morfologicas suficientes para definicdo de espécies com seguranga,
especialmente dentro das segbes Trichoderma e Pachybasium, as quais
acomodam a maioria dos isolados habitantes do solo (Lieckfeldt et al., 1998).

Em virtude dos problemas referentes a falta de caracteristicas
morfoldgicas suficientes para o estabelecimento de espécies individuais, bem
como a elevada diferenca na producao de metabdlitos, distribui¢do e ecologia
de determinados taxons, faz-se necessario um sistema de classificagao mais
estavel, uma vez que a correta classificagdo de espécies utilizadas na pesquisa
aplicada é fundamental para que se obtenha aita reprodutibilidade de
resultados entre diferentes laboratérios, além de ser essencial para fins de
registro legal (Samuels & Rehner, 1993). Tal sistema deve combinar técnicas
morfologicas classicas e técnicas moleculares, bem como, se possivel, anlise
da conex&o entre anamorfo-teleomorfo (holomorfo) (Samuels, 1996, Rossman,
1996).

O objetivo do presente trabalho foi determinar as relagdes genéticas
entre as espécies de Trichoderma caracterizadas morfologicamente no capitulo
1, utilizando-se Inicialmente a analse do perfil de restricdo do produto da
amplificac3o da regido correspondente aos espagos transcritos internos ITS1 e
IT2 e 0 gene 58S do DNA ribossomal (rDNA). A fim de verificar se realmente
existe elevada variabilidade genética dentro de taxons morfologicamente
definidos, isolados identificados como T. harzianum tiveram sua variabilidade

genética determinada através de marcadores RAPD.

2. MATERIAL E METODOS

2.1- ISOLADOS UTILIZADOS
Os isolados utilizados no presente trabalho estdo listados na Tabela 1
(Capitulo 1).
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2.2- EXTRACAO DE DNA

Frascos contendo 50 mL de meio MYG liquido foram inoculados com
uma solucdo de esporos suficiente para obter-se uma concentracdo de 1 x 10’
conidios/mL. A incubacgédo foi realizada em Shaker regulado para 120 rpm e
28°C, por 7-8 dias. Apds o tempo de crescimento 0 micelio for coletado por
filtracdo e o DNA extraido de acordo com metodologia proposta por Zolan &
Pukilla (1986). A quantificagdo do DNA, apos a extragdo, tor etetuada
visualmente em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo
(Sambrook et al., 1989) e, confirmada em espectrofotometro Ultrospect 2000
(Pharmacia Biotech, Cambridge, England).

2.3- AMPLIFICAGAO E DIGESTAO DOS PRODUTOS DO RDNA

A amplificacdo da regido do rDNA (incluindo espagador transcrito interno
(ITS) 1 e 2 e, 0 gene 5.85) dos isolados de Trichoderma tor efetuada utihzando-
se os oligonucleotideos especificos ITSS (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3)) e 1154 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Figura 1) Os parametros utilizados na
reagao de amplificagéo da regido correspondente ao rDNA foram os seguintes:
a amplificacdo foi efetuada em 30 L de reagdo. incluindo 0.25 mM de cada
dATP, dCTP, dGTP e dTTP (Gibco BRL, Inc., Bethesda, MD), tampao da
enzima Tag DNA polimerase 1X, contendo MgCl.., Tag DNA polimerase (2,5 U)
(Amersham International, UK): ohgonucleotideos 10 ng, DNA genomico 10 ng.
A reacgao foi efetuada em um termociclador PTC-100'™ (MJ Research, Inc. .
Watertown, MA, USA), programado para uma desnaturagao inicial a 94°C, por
3 min.; 40 ciclos de desnaturacao a 92'C, por 1,5 min, anelamento a 44C, por
1,5 min. e, extencao a 72"C, por 2 min.; seguido por uma extensao final a /2 C,
por 5 min. Apos a amplificagdo, a fase aquosa foi transfenda para tubos
estéreis e o DNA precipitado com acetato de amonio 0.3 M e 2,5 volumes de
etanol (Zolan & Pukilla, 1986). Posteniormente, o DNA foi ressuspendido em
TE, para uma concentragao final de 100 ng/iL e submetido a reacdo de
digestao com 4 enzimas de restricdo (Eco RI, Bam HI, Hha | e Msp ) (Life
Technologies, Inc., Grand Island, NY), respectivamente, de acordo com as

instrucoes do fabricante.
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Apos a digestao, o produto de reacao foi separado em gel de agarose
1,5%, utilizando-se tampéo TEB 1X (TBE: 0,45 M de Tris-borato, 0,001 M de
EDTA |pH 8,0}). Para estimar a massa molecular dos produtos de digestao foi
utilizado 1,0 ug do marcador 100 bp DNA ladder (Gibco BRL, Inc., Bethesda,
MD). Apos a corrida, o gel for corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL)
(Sambrook et al., 1989) e fotografado utilizando-se um transluminador de luz

uv.

1GS 18S s 58S ws2 28S 16t
=

Figura 1. Esquema da regidao do rDNA com a localizagoes dos oligonucleotideos
ITS5 (seta amarela) e ITS4 (seta vermetha). O apice de cada seta
indica a porgao 3’ do oligonucleotideo. Na figura a subunidade maior

do rDNA (28S) apresenta-se truncada (Adaptado de White et al., 1990).

2.4- PCR-RAPD
A analise da variabilidade entre isolados de T. harzianum foi efetuada

utilizando-se o DNA gendmico dos isolados listados na Tabela 2.

Quatro oligonucleotideos do Sistema Operon (Operon Technologies Inc.,
Alameda, CA) foram utilizados para a obten¢gao dos marcadores RAPD
(Williams ef al/, 1990), OPE-04 (5-GTGACATGCC-3'), OPE-15 (5'-
ACGCACAACC-3), OPE-18 (5-GGACTGCAGA-3) e, OPE-19 (5-
ACGGCGTATG-3'). Os parametro utilizados na reagdo de PCR-RAPD foram
os seguintes: a amplificagao for efetuada em 30 L de reagao, incluindo 0,25
mM de cada dATP, dCTP, dGTP e dTTP (Gibco BRL, Inc., Bethesda, MD),
tampao da enzima Tag DNA polmerase 1X, contendo MgCl,, 7ag DNA
polimerase (2,5 U) (Amersham International, UK). oligonucleotideos 10 ng:
DNA genémico 10 ng. A reagéo foi efetuada em um termociclador PTC-100""
(MJ Research, Inc., Watertown, MA, USA) programado para uma

desnaturag@o inicial a 94 C, por 3 min.; 40 ciclos de desnaturagio a 92 °C, por
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1,5 min., anelamento a 37°C, por 1,5 min. e, extengcdo a 72°C, por 2 min.;
seguido por uma extensao final & 72°C, por 5 min.

Ap6s a reagao, metade do produto da amplificagéo foi separado em gel
de agarose 1,2% corado com brometo de etideo, utilizando-se tampé&o TEB 1X
(TBE: 0,45 M de Tris-borato, 0,001 M de EDTA [pH 8,0]). O marcador A Eco
RI/Hind 111 DNA ladder (Promega, Madison, W1, USA) (0,5 ug) foi utilizado para
estimar a massa molecular dos produtos da amplificagéo. Apds a corrida, o gel
foi corado com brometo de etideo (0,5 ug/mL) (Sambrook et al., 1989) e
fotografado para analise posterior.

Tabela 2. \dentificagéo inicial e origem dos isolados de T. harzianum utilizados para anélise de RAPD.

Taxon ldentificagao Inicial Origem

T. harzianum UnB-1642 Formosa, DF
T. harzianum UnB-1644 Pipiripau, DF
T. harzianum UnB-1645 Sobradinho, DF
T. harzianum UnB-1647 ND, DF

T. harzianum ALL-05.01 Goiénia, GO
T. harzianum ALL-11.01 Goiania, GO
T. harzianum ALL-16.01 Orizona, GO
T. harzianum ALL-18.01 Orizona, GO
T. harzianum ALL-19.01 Orizona, GO
T. harzianum ALL-20.01 Qrizona, GO
T. harzianum ALL-21.01 Orizona, GO
T. harzianum ALL-22.01 Orizona, GO
T. harzianum ALL-23.01 Orizona, GO
T. harziahum ALL-24.01 Orizona, GO
T. harzianum ALL-25.01 Brazabrantes, GO
T. harzianum ALL-28.01 Goianira, GO
T. harzianum ALL-38.01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-40.01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-41.01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-42 01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-43.01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-44.01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-47.01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-48.01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-49.01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-51.01 Rio Verde, GO
T. harzianum ALL-52.01 Rio Verde, GO

ND- Néo Determinada
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2.5- ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA ENTRE ISOLADOS DE 7RICHODERMA SPP.

Para analise de RAPD, somente as bandas claramente detectaveis
foram consideradas. Tanto as bandas geradas por RAPD como as produzidas
pela digestdo do rDNA foram analisadas a partir de duas possibilidades,
presenca (1) ou auséncia (0). O coeficiente de Jaccard foir utilizado para
computar os dados, gerando uma matriz de similaridade, utilizando-se para
1SS0 o programa SIMQUAL, contido no pacote NTSYS-pc, versao 1.8 (Rohif,
1993). A analise de agrupamento foi efetuada pelo método UPGMA
(unweighted pair-group method using an arnithmetic average) (Sneath & Sokal,
1973), através do programa SAHN, também do NTSYS-pc. versdo 1.8 (Rohlf.
1993). .

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- DIVERSIDADE GENETICA BASEADA NO PERFIL DE DIGESTAO DO RDNA

De acordo com os resultados obtido no presente trabalho. a
amplificagao das regides ITS 1 e 2 e, 0 gene 5,85 com os oligonucleotideos
ITS5 e ITS4 produziu um fragmento de aproximadamente 640 pares de bases
(pb) (Figura 2A e B e Figura 3A e B (ndo digeridos nas colunas 1). As enzimas
de restricdo Eco RI, Bam HI e Hha | foram capazes de produzir dois padroes
distintos de digestao na populagdo analisada (Figura 2A e B e, Figura 3A),
enquanto que Msp | produziu trés padrdes de digestao (Figura 3B). A enzima
de restricdo E£co Rl digeriu o produto da amplificagdo da regido correspondente
aos espagos transcritos internos (ITS) 1 e 2 2 o gene 58S produzindo dois
padrdes, o primeiro com dois fragmentos de 310 e 330 pares de bases (pb),
respectivamente e, o segundo tambem com dois fragmentos de
aproximadamente 320 pb (Figura 2A). A digestdo com a enzima Barm Hi
também produziu dois padrdoes, sendo o primeiro aquele em que o fragmento
submetido a digestao nao for digerido e, o segundo aquele que o produto da
digestao gerou dois fragmentos com tamanhos aproximados de 460 pb e 180
pb (Figura 2B). Dois padroes de digestao também foram obtidos quando o
produto da amplificagdo correspondente aos espagos transcritos internos (ITS)
1 e 2 e 0 gene 5.8S foram digendos com a enzima de restricao Hha |, sendo

gue o primeiro produziu quatro fragmentos (dois com tamanho aproximado de
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Figura 2. Padrbdes de RFLP gerados pela digestao da regido do rDNA de espécies
de Trichoderma com as enzimas de restricdo EcoR | (A) e Bam HI (B). Coluna 1,
T. harzianum (ALL-19.01) (ndo digerido); coluna 2, T. harzianum (ALL-19.01); coluna
3, T. harzianum (ALL-11.01); coluna 4, T. harzianum (ALL-40.01); coluna 5, T.
harzianum (ALL-49.01); coluna 6, T. spirale (?) (ALL-03.01); coluna 7, T. spirale (?)
(ALL-04.01); coluna 8, T. asperellum (ALL-26.01); coluna 9, T. asperellum (ALL-31.01);
coluna 10, T. koningii (ALL-14.01); coluna 11, T. koningii (ALL-27.01); coluna 12,
Trichoderma sp. (sp nov.) (?) ALL-13.01); e, coluna 13, Trichoderma sp.(sp. nov.) (?)
(ALL-45.01). M = marcador de massa molecular (100 bp DNA ladder).
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Figura 3. Padrdes de RFLP gerados pela digestdo da regidao do rDNA de espécies
de Trichoderma com as enzimas de restricdo Hha | (A) e Msp | (B). Coluna 1, T.
harzianum (ALL-24) (n&o digerido); coluna 2, T. harzianum (ALL-24); coluna 3, T.
harzianum (ALL-11); coluna 4, T harzianum (ALL-40); coluna 5, T. harzianum (ALL-
49); coluna 6, T. spirale (?) (ALL-03); coluna 7, T. spirale (?) (ALL-04); coluna 8, T.
asperellum (ALL-26); coluna 9, T. asperellum (ALL-31); coluna 10, T koningii (ALL-14);
coluna 11, T koningii (ALL-27); coluna 12, Trichoderma sp. (sp. nov.) (?) (ALL-13); e,
coluna 13, Trichoderma sp. (sp. nov.) (?) (ALL-45). M = marcador de peso molecular

(100 bp DNA ladder).
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150 pb, e dois de aproximadamente 100 e 80 pb aproximadamente) € ©
segundo trés fragmentos de aproximadamente 210, 150 e, 110 pb,
respectivamente (Figura 3A). Com a enzima de restricdo Msp | obteve-se trés
padrées de digestdo, o primeiro produzindo trés fragmentos com tamanho
aproximado de 270, 220 e, 150 pb. respectivamente; 0 segundo com trés
fragmentos de aproximadamente 270, 210 e, 160 pb, respectivamente; e, 0
terceiro também com trés fragmentos (um com 260 pb e dois com 150 pb
aproximadamente) (Figura 3B). Fragmentos com tamanho inferior a 80 pb
foram obtidos principaimente quando as enzimas de restrigdo Hha | e Msp |
foram utilizadas (Figura 3A e B); entretanto, devido a dificuldade de
visualizagdo e quantificacdo, estes ndo foram computados para analise
posterior. A variagdo gerada, a partir da digestdo da regido do rDNA, foi
utilizada para computar a diversidade genética entre as especies analisadas
(Figura 4).

A diversidade genética baseada na analise de RFLP da regido
correspondente aos espacgos transcritos internos (ITS) 1 e 2 e, o gene 5,8S
gerou dois grupos distintos (Figura 4). O primeiro e maior grupo contém
isolados T. harzianum (= 74%) e T spirale (?) (ALL-03.01 e ALL-04.01), os
quais pertencem a segao Pachybasium. Ja o segundo grupo é
representando por isolados de 7. asperellum (UnB-1700, ALL-26 01, ALL-31.01
e ALL-32.01), T. koningii (ALL-01.01, ALL-14.01 E ALL-27.01) e Trichoderma
sp. (sp. nov. ?) (ALL-13.01, ALL-34.01 E ALL-45.01) (Figura 4). T. koningii e
Trichoderma sp. nao apresentaram variagao no perfil de digestao da regiao do
rDNA com as enzimas utilizadas, sugerindo que esses isolados (Trichoderma
sp.) podem ser geneticamente relacionados com espécies pertencentes a essa
secdo Trichoderma. A relagio dos isolados de Trichoderma sp. com espécies
pertencentes a secao de mesmo nome ja fot observada principalmente a nivel
de caracteristicas culturais (Capitulo 1), uma vez que a produgdo de intenso
odor de coco € comum a espécies desta segdo, como T. vinde e T. atroviride;
além das caracteristicas do conidioforo de Trichoderma sp. também serem

mais compativels com espécies pertencentes a segao Trichoderma.
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Figura 4. Dendograma mostrando as relacfes genéticas entre 46 isolados de
Trichoderma spp., baseado na analise do perfil polimérfico de 15 bandas
geradas a partir da digestdo do produto da amplificacdo da regido do DNA

ribossomal (rDNA).
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Castie et ai., (1998) agruparam espécies pertencentes as segbes
Pachybasium, Longibrachiatum e Trichoderma com base no perfil de digestao
da regido correspondente aos espacos transcritos internos (ITS) 1 e 2 e, o
gene 58S do rDNA_ Das sete enzimas (Hind lll, Kpn |, Bgl/ I, Xba |, Pst |, Sma |
e Eco RI) utilizadas, somente Bam HI foi capaz de produzir perfil polimérfico,
sendo que as especies que ndo apresentaram o produto de amplificagdo do
rDNA digerido foram consideradas como fenotipo 1 e pertenciam a segao
Pachybasium, como T. harzianum, T. hamatum e T. spirale. Isolados de T
longibrachiatum e T. citinoviride, 0s quais pertencem a segao Longibrachiatum,
tiveram o produto da amplificacdo do rDNA digerido, produzindo dois
fragmentos, um de 560 e outro 140 pb, aproximadamente. Essas espécies
foram considerados como fenétipo 2. O fenétipo 3 foi apresentado por T.
koningii e T. atroviride, 0s quais também sofreram digestao e produziram dois
fragmentos, um de 480 e outro de 220 pb. Os resultados obtidos no presente
trabalho, com respeito a digestao com enzima de restricao Bam HIi (Figura 1B),
concordam com os referidos anteriormente uma vez que os isolados
pertencentes a se¢ao Pachybasium (T. harzianum e T. spirale) nao foram
digeridos, enquanto os pertencentes a secado Trichoderma (T. koningii e,
possivelmente Trichoderma sp.) apresentaram produtos de digestao
semelhantes aos obtidos por Castle et al., (1998).

T. asperellum também nao sofreu digestdo com a enzima Bam Hl,
embora seja uma espécie estreitamente relacionada com 7. hamatum, a qual é
uma espécie geneticamente mais proxima da se¢ao Trichoderma (Hermosa et
al., 2000), apesar de suas caracteristicas morfolodgicas serem tipicas da secdo
Pachybasium (Bisset, 1991b). Por outro lado, a digestdo com as enzimas Eco
RI, Hha | Msp |, respectivamente (Figura 2A e Figura 3A e B) fizeram com que
os isolados de T. asperellum agrupassem juntamente com os de T. koningii e
Trichoderma sp., evidenciando que as espécies T. asperellum e T. hamatum
realmente estao geneticamente mais proximas das espécies alocadas dentro
da secéo Trichoderma e ndo da segdo Pachybasium, como acreditava-se
anteriormente (Lubeck & Samuels, 1999; Hermosa et a/. 2000).

Gams & Meyer (1998), ao neotificarem recentemente a espécie T.
harzianum, também utilizaram o perfil de digestao da regido correspondente
aos espagos transcritos internos (ITS)1 e 2 e, 0 gene 58S dorDNA, com a
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finalidade de agrupar isolados provenientes de diferenies origens. Esses
autores tiveram ¢ cuidado de incluir nesse trabalho isolados de 7. harzianum
utilizados em controle biologico, como por exemplo T. harzianum CBS 244.03
(TRICHODEX™), bem como isolados responsaveis por epidemias de mofo
verde ("green mould") em Agaricus bisporus (Seaby, 1996). De acordo com os
resultados obtidcs por esses autores, T. harzianum s. |. é dividido em dois
grupos principais, sendo o primeiro grupo (7. harzianum s. s.) formado pelo
nedtipo (CBS 226.95), bem como importantes isolados utilizados em controle
bioldgico. O segundo grupo compreendeu isolados do complexo 7. viride-
atroviride. Tais resultados concordam com ¢s obtidos nc presente estudo. A
partir da digestao com a enzima de restricdo Hha | obteve-se um perfil
praticamente idéntico ac obtido pelos autores anteriormente referidos para o
grupo de isolados identificados como 7. harzianum e, alem disso, os tornam
candidatos potencial para utilizacdo em controle biolégico, ja que agruparam
juntamente com outros isolados utilizados para esse fim.

A digestao com a enzima de restricdo Msp | foi a unica a proporcionar
trés perfis polimérficos, permitindo assim a separagéo de 1solados de 7. spirale

(?) (ALL-03.01 e ALL-04.01) dos demais isolados de T. harzianum (Figura 3A e
Figura 4).

3.2- DIVERSIDADE GENETICA BASEADA EM MARCADORES RAPD

Com o objetivo de avaliar a diversidade genética entre isolados de T.
harzianum foram utilizados 42 marcadores RAPD polimorficos. A analise de
agrupamento através do método UPGMA proporcionou a separagdo dos
isolados analisados em quatro grupos (Figura 5), confirmando a elevada
diversidade genética encontrada dentro desta espécie agregada (Zamir & Chet,
1985; Zimand, et al., 1994, Gomez et al, 1997), o que pode explicar os
diferentes niveis de atividade biologica encontrados quando trabalha-se com
isolados pertencentes a esta espécie (Grondona et al., 1997), embora grupos
altamente homogéneos também possam ocorrer, como observado para
biétipos causadores do mofo verde em cultura de cogumelo (Agaricus bisporus)
comercial na Europa (Th 2) e América do Norte (Th 4) (Ospina-Giraldo et al.,
1998; Chen et al, 1999), indicando que grupos pertencentes a esses dois
biétipos podem ser de origem clonal (Chen et a/., 1999).
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Figura 5. Dendograma mostrando a variabilidade genética entre 27 isolados de
Trichoderma spp., baseado na andlise do perfil polimérfico de 42 marcadores

RAPD. Os numeros dos grupos encontram-se acima da insercdo ramos (nas).

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo demonstram, a principio,
correlagcdo entre variabilidade genética e distribuicdo geogréfica (Capitulo 1).
No entanto, isolados com elevada capacidade de enrolamento
(micoparasitismo) (Capitulo 3) demostraram uma certa tendéncia a
homogeinidade, uma vez que aparecem dentro de uma mesmo grupo (Grupo
) (Figura 5).

Através do presente trabalho fica claro que isolados de T. harzianum
obtidos de solo do cerrado brasileiro apresentam uma elevada diversidade
genética (Figura 5), o que também ja foi evidenciado para caracteristicas
culturais e morfolégicas (Capitulo 1) e bioquimicas (Capitulo 3). Consideravel
variabilidade genética é freqlientemente relatada para isolados desta espécie
pertencentes ao grupo Thl (Trichoderma harzianum s. s., Gams & Meyer,
1998) (Chen et al.,, 1999). Possivelmente, todos os isolados de T. harzianum
analisados neste trabalho também possam ser relacionados a Trichoderma

harzianum s. s. (Gams & Meyer, 1998), uma vez que apresentaram perfil de



46

digestao da regiao do rDNA, com a enzima de restricdo Hha 1, idéntico ao
obtido para a espécies por Gams & Meyer (1998) (Figura 3A e Figura 4).

Com base na alta variabilidade genética apresentada por isolados de T.
harzianum nesse trabatho, constata-se que esta espécie apresenta uma ampla
base genética, a qual deve ser explorada sob o ponto de vista biotecnolégico,
tanto para o desenvolvimento de agentes de controle biolégico de patégenos
de plantas (biofungicidas) como para produgido de compostos biologicos uteis,
como enizmas e antibigticos.

Por outro lado, apesar da elevada variabiiidade genética encontrada
entre isolados de T. harzianum, deve-se ressaltar que © numero de
oligonucleotideos empregados no presente trabalho, para acessar a
variabilidade desta espécie, deve ser aumentado a fim de verificar se nao
ocorre uma reducao na diferenca genética e aumento da similaridade entre 0s

isolados, para assim, afirmar tal constatacac com mais confiabilidade.
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CAPIiTULO 3

AVALIACAO DE ISOLADOS DE TRICHODERMA HARZIANUM
QUANTO A CAPACIDADE MICOPARASITICA E PRODUGAO DE
ENZIMAS HIDROLITICAS



1. INTRODUGAO

O género de fungo Trichoderma contém espécies que despertam
interesse econdmico crescente, principalmente devido a sua capacidade de
producdo de enzimas liticas, como quitinases, glucanases e proteases (Ulhoa
& Peberdy, 1992; Lorito et al., 1993; Haran ef al., 1996) e antibidticos (Dennis &
Webster, 1971), os quais estdo diretamente relacionados com sua atuagéo
como efetivos agentes de biocontrole (antagonistas) de fitopatégenos de solo,
especialmente fungicos (Papavizas, 1985; Chet, 1987). O mecanismo que
envolvem a agdo de enzimas hidroliticas € denominado de micoparasitismo e,
é considerado um dos mais importantes quando se trata da utilizagdo de
isolados de T. harzianum para fins de controle biolégico (Chet, 1987).

Dependendo do tipo de interagéo que estabelecem com o hospedeiro os
micoparasitas podem ser classificados em biotréficos ou necrotréficos (Baker,
1987). Os primeiros caracterizam-se por utilizarem nutrientes metabolizados
pelo hospedeiro (ectoparasitismo) sem a colonizagdo interna (parasitismo
direto). Os necrotroficos s&o mais agressivos e a interagao com o hospedeiro
envolve parasitismo direto como competicdo e ectoparasitismo, levando a
destruicdo e morte da hifa hospedeira.

A interagdo incial entre espécies de Trichoderma e o fitopatogeno
hospedeiro €& caracterizada por crescimento quimiotrofico da hifa do
antagonista em dire¢do a do hospedeiro. Quando o antagonista atinge o
hospedeiro, suas hifas frequentemente enrolam-se e sido fixadas a do
hospedeiro através de estruturas semelhantes a ganchos (Elad et al., 1982).
Apds esta interacdo inicial, 0 antagonista penetra na hifa do hospedeiro,
aparentemente, por degradacéo parcial de sua parede celular, sendo que a hifa
hospedeira rapidamente mostra sinais de vacuolizagdo, paralisa seu
crescimento e, finalmente, desintegra-se (Benhamou & Chet, 1993).

Experimentos posteriores demonstram que o enovelamento que ocorre
na hifa hospedeira ndo ocorre apenas por um estimulo gerado pelo contato
fisico, mas também pela participacdo de algumas proteinas resentes na parede
celular dos hospedeiros caracterizadas como lectinas (Inbar & Chet, 1997).
Lectinas s&o proteinas ligadas a agucares ou glicoproteinas de agéo néo

imune, com capacidade de aglutinar células ou glicoconjugados (Goldstein et
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al., 1980). Varios tipos de lectinas, que diferem na especificidade aos residuos
glicosidicos que se ligam, foram isoladas da parede celular dos fitopatégenos
Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani (Barak et al., 1985; Barak et al., 1986;
Inbar & Chet, 1992). Inbar & Chet (1992), demonstraram a participacio destas
lectinas no mecanismo de micoparasitismo, utilizando fibras de nylon
embebidas ou n&o com estas proteinas. Os autores observaram que T,
harzianum era capaz de enrolar e crescer em volta apenas das fibras contendo
lectinas, simulando o processo observado durante a interagdo in vivo
observado por Dennis & Webster (1971). Estes dados sugerem que estas
proteinas tem um papel importante no reconhecimento do hospedeiro pelo
micoparasita.

Os principais agentes fungicos causadores de doengas de plantas
possuem parede celular constituida principalmente por quitina e (3-1,3-
glucanas, possuindo em menor quantidade proteinas, 3-1,6-glucanas e outros
polissacarideos (Griffin, 1994). Quitina e B-glucanas estao embebidas na matriz
de material amorfo, de maneira que a degradagao da parede celular dependera
da atividade de mais de uma enzima. A quitina parece estar protegida pelas {3-
glucanas, dificultando o acesso das enzimas quitinases (Chérif & Benhamou,
1990). Assim, é provavel que a atuagdo de quitinases seja precedida ou até
mesmo coincida com a atuagdo de [3-1,3-glucanases (Mauch et a/., 1988)
Portanto, as enzimas do sistema quitinolitico e as f3-1,3-glucanases produzidas
por Trichoderma spp. tem sido consideradas como as principais hidrolases
envolvidas no processo de micoparasitismo. A Figura 1 mostra a estrutura
molecular da quitina e f-1,3-(1,6)-glucana, os principais polissacarideos
estruturais encontrados na parede celular de fungos superiores.

A quitina (Figura 1A) € um polimero linear insoluvel formado por
unidades de 3-1,4-N-acetilglicosamina e encontrada em diferentes organismos.
Na grande maioria dos fungos, este polissacarideo esta presente como um
importante componente da parede celular, conferindo protecdo a céluia
(Sahai & Manocha, 1993). Fungos produzem enzimas do  sistema
quitinolitico, que podem estar envolvidas na modelagem da quitina enquanto

componente estrutural e, eventualmente, na sua utilizagdo como



Figura 1. Estrutura molecular da quitina (NAG = N-acetil) (A) e p-1,3-(1,6)
glucana (B) (Extraido de Griffin, 1994).

fonte de carbono e nitrogénio. Dois tipos principais de enzimas fazem parte
deste sistema: as N-acetilglucosaminidases (E.C. 3.2.1.30) e as quitinases
(E.C. 3.2.1.14). Como enzimas do sistema quitinolitico sdo de fundamental

importancia para o0 processo de micoparasitismo, varios trabalhos foram



57

conduzidos com o objetivo de elucidar o papel dessas enzimas nesse processo

tem sido realizados nos ultimos anos (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo das enzimas quitinoliticas purificadas de Trichoderma

harzianum.
Enzima Massa Molecular Atividade Referéncia
(kDa)

CHIT 102 102-118 N-acetylglicosaminidase Uihoa & Peberdy (1992)

CHIT 73 73 N-acetylglicosaminidase Haran et al. (1995)
Lorito et al. (1994)

CHIT 40 40 Exoquitinase Harman et al. (1993)

CHIT 52 52 Endoquitinase Haran et al. (1995)

CHIT 42 40-42 Endoquitinase De La Cruz et al. (1992)
Ulhoa & Peberdy (1992)
Harman et al. (1993)

CHIT 33 33-37 Endoquitinase De La Cruz et al. (1992)
Haran et al. (1995)

CHIT 31 31-33 Endoquitinase De La Cruz et al. (1992)
Haran et al. (1995)

CHIT 46 46 Endoquitinase Lima et al. (1997)

As f3-1,3-glucanas s@o polimeros de D-glicose unidos por ligacbes na
configuragdo 3. Algumas sdo moleculas relativamente simples consistindo de
cadeias lineares de residuos glicosil unidos por ligagcbes glicosidicas, outras
s&o mais complexas e podem ser constituidos por varios tipos de ligagdes nas
cadeias lineares e/ou nas ramificagdes. Estes polissacarideos sao classificados
de acordo com sua configuragdo e os tipos de ligacbes predominante
(FiguraiB). A Tabela 2 mostra as caracteristicas de f3-1,3-glucanases
purificadas a partir de T. harzinaum.

As glucanas possuem fungéo na biologia do fungo de forma variavel e
isso dependera do tamanho, estrutura, propriedades fisico-quimicas e
principalmente a sua localizagdo. Quando presentes na parede celular atuam
na rigidez e protegdo, como polimeros estruturais da céiuia, ou como fonte de

nutrientes nas modificagcbes que ocorrem na parede celular durante a
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Tabela 2. Resumo de 3-1,3-glucanases purificadas de T. harzinaum

Massa Molecular Tipos de p-1,3-

Designagao Referéncia
(KDa) glucanase
GLUC 29 29 Exo-1.3-8 Noronha & Ulhoa (2000)
GLUC 31 31 Exo-1,3-p3 Kitamoto et al. (1987)
GLUC 40 40 Exo-1,3-f Duboudieu et al. (1985)
GLUC 110 110 Exo-1,3-8 Cohen-Kupiec et al. (1999)
GLUC 36 36 Exo-1,3-8 Noronha & Uihoa (2000)
GLUC 78 78 Exo-1,3-f De La Cruz et al. (1995)
GLUC 76 76 Exo-1,3-p Lorito et al., (1994)

morfogénese. Quando localizadas no citoplasma, possuem a fungio de fonte
de carbono facilmente metabolizada, alem de estarem envolvidas na prote¢ao

das células contra desidratagdo (Pitson ef al., 1993).

As B-1,3-glucanases podem ser classificadas como exo (EC 3.2.1.58) ou
endo-B-1,3-glucanases (EC 3.2.1.39), de acordo com os produtos de hidrélise
liberados da molécula de {3-1,3-glucana (Pitson et al,1993). As exo-}-1,3-
glucanases hidrolisam o substrato pela clivagem sequencial de residuos de
glicose a partir da extremidade nao redutora gerando como principai produto de
hidrolise a glicose, podendo gerar também dissacarideos e outros
oligossacarideos. As endo--1,3-glucanases clivam o substrato aleatoriamente
ao longo da cadeia liberando principalmente oligossacarideos. Considerando
que os fungos produzem estas duas classes de [3-1,3-glucanases, acredita-se
que estas enzimas agem de forma sinérgica durante a hidrolise completa das
3-1,3-glucanas (Cherif & Benhamou, 1990).

Como € de conhecimento que o processo de micoparasitismo envolve a
utilizacdo de enzimas hidroliticas para penetragdo do antagonista na hifa
hospedeira, assume-se que isolados de T. harzianum com elevada produgao
deste tipo de enzima possam ser mais efetivo na degradagdo do hospedeiro,
aumentado assim sua capacidade antagbnica (Eiad, 1996). Nesse sentido, o

objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade micoparasitica de isolados
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de T. harzianum, bem como sua habilidade em produzir enzimas hidroliticas

diretamente envolvidas nesse processo (micoparasitismo).

2. MATERIAL E METODOS

2.1- AVALIACAO DA CAPACIDADE DE ENROLAMENTO DE 7. HARZIANUM

Como a capacidade de enrolamento na hifa hospedeira € uma
condi¢do essencial para que isolados de T. harzianum candidatos a agentes de
biocontrole sejam efetivos, analisou-se esse parametro atraves do pareamento
de culturas entre o agente de biocontrole (7. harzianum) e o fitopatégeno R.
solani. Para esta avaliagdo, discos de cultura (5 mm) foram tomados da
margem de crescimento ativo do antagonista (7. harzianum) e do patdgeno (R.
solani) (CNPAF- 03), crescidos em meio BDA, e submetidos ao pareamento em
placa contendo meio seletivo para R. solani (Ko & Hora, 1971). Apds 24 horas
do inicio da interacdo, a avaliagao foi realizada através da visualizacao da
frequéncia de enrolamento do antagonista sobre a hifa hospedeira na zona de
interacdo, com o auxilio de microscdpio otico. A documentagao desse processo
foi realizada através de microscopia eletrénica de varredura (MEV), seguindo-

se 0s parametros de preparc do material descrito no capitulo 1.

2.2- AVALIACAO DA VIABILIDADE DE R. SOLAN/ DURANTE O PROCESSO DE
MICOPARASITISMO

A viabilidade de R. solani durante o processo de micoparasitismo foi
avaliada com a utilizag&o de diacetato de fluoresceina (DFA), um substrato ndo
fluorescente gque penetra na ceélula e € hidrolisado por diversas enzimas,
produzindo fluorescéncia (Rotman & Papermaster, 1966).

Para esse experimento, membranas de papel celofane foram
depositadas sobre placas contendo meio seletivo para R. solani (Ko & Hora,
1971). Posteriormente, discos de cultura (5 mm) tomados da margem de
crescimento ativo das colénias de T. harzianum (ALL-23) e R. solani (CNPAF-
03) foram depositados nas extremidades opostas da membrana e, a interagao

entre monitorada as 0, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s 0 seu inicio.
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A solugao de diacetato de fluoresceina (DFA) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri) foi preparada dissolvendo-se 2 mg mL™" de DFA em acetona
(solucao estoque), a qual foi estocada a -20°C para posterior utilizagdo. A partir
da solugao estoque, fez-se diluicdes para uma concentragao final de 10 ng mL
! em tampao fosfato 10 mM (pH 7,0) (solucdo de trabalho) (Barak & Chet.
1985). Para anadlise, a membrana contendo a antagonista e patogeno, nos
tempos de interagdo correspondentes a 0, 24, 48, 72 e 96 horas foram
suspendidos em solugdo de DFA por 3 minutos, montadas em laminas e
imediatamente fotografadas com o auxilio de um microscopio Zeizz, modelo
Axiophot (W. Germany), equipado com aparato para microscopia de

fluorescéncia, utilizando um filtro de transmisséo de 390-490 nm.

2.3- ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA

2.3.1- Producgéo de 3-1,3-glucanases e quitinases em meio liquido

Conidios (1x10° mL™) dos isolados de Trichoderma harzianum foram
inoculados em frascos de 250 mL contendo 25 mL de meio TLE {CaCl,0,1gL’
' KHPO,7,0g L' KoHPO4 2,0 gL', (NH.)2S040,1 gL", MgS04.7H,0 0,1 g
L, glicose 3,0 g L' e 0,1 mL de solugio elementos tracos} contendo quitina
(0,5%) como fonte de carbono. Os frascos foram incubados em agitador
rotatério a 28°C e velocidade de 120 rpm. Apos 96 horas de incubagao o
sobrenadante de cultura foi coletado e utilizadas como fonte de enzimas
hidroliticas.

2.3.2- Quitinase

A atividade de quitinase foi determinada utilizando-se o0 método
descrito por Molano et al. (1977), modificado por Ulhoa & Peberdy (1992). A
mistura de reacdo continha 0,5 mL de quitina regenerada 0,5% (suspendida em
tamp&o acetato 50 mM, pH 5,2) e 0,5 mL da solugdo enzimatica. A mistura de
reagdo foi incubada por 12 horas a 37°C. Apos centrifugagao a 4000 rpm, por
5 minutos, aliquotas de 250 jl foram coletadas e transferidas para tubos de
ensaio contendo 50 ul de tetraborato de potassio (0,8M). A mistura foi entao
fervida por 3 minutos. Em seguida 1,5 mL de p-dimetilaminobenzaldeido

(DMAB) foi adicionado, e apés incubacdo a 37°C por 10 minutos, a quantidade
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de N-acetilglucosamina liberada, foi determinada espectrofotometricamente a
585 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para formar 1 umol de N-acetilglucosamina

por minuto de reagao.

2.3.1- -1,3- Glucanase

A atividade de {3-1,3-glucanase foi determinada utilizando-se laminarina
como substrato na concentragdo de 0,5%, em tampao acetato de sodio 50
mmol L, pH 50 (Santos et al., 1977). Amostras de 50 pL da enzima dos
isolados analisados foram incubadas com 100 ulL de substrato a 40°C, por 60
minutos e a concentragéo de agucar redutor foi determinada pelo método do
acido dinitrosalicilico (DNS), conforme descrito por Miller (1959). A quantidade
de acgucar redutor liberado foi determinada por espectrofotometria a 550 nm,
utilizando glicose como padrdo. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 umol de

acucar redutor em um minuto de reacao.

2.3.4 - Dosagem de proteinas

A concentragdo de proteina nas amostras foi determinada pelo método
de Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina seérica bovina (BSA) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri) como padrdo. Amostras de 100 ul do
sobrenadante de cultura foram misturadas a 1,0 mL da solugdo C {90% de A
(carbonato de sodio 2%, tartarato de sodio 0,05%, diluidos em hidroxido de
sodio 0,1 N) e 10% da solugéo B (sulfato de cobre 0,1%)]. Apos 10 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, adicionou-se 100 nl. do reagente de Folin
1N e, apds 45 minutos de incubagéo a temperatura ambiente, a absorbancia

das amostras foi lida a 750 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE ENROLAMENTO
De acordo com os resultados obtidos, observa-se que o inicio da

interacdo se da dentro de dois dias apés a inoculagao e, que hifas de isolados
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de T. harzianum diferem significativamente (P = 0,05) em sua habilidade de
enrolar sobre hifas de R. solani (Figura 2).

Os isolados de T. harzianum ALL-23.01, ALL-43.01, ALL-44.01, ALL-
41.01 e, ALL-42.01 foram os antagonistas mais efetivos, uma vez que
produziram enrolamento em todos 0s campos, nas trés repeticdes analisadas:
enquanto que os isolados ALL-28.01, ALL-17.01, UnB-1642, ALL-22.01, ALL-
19.01, ALL-07.01 e AL-20.01 foram os menos efetivos (Figura 2). Isolados com
capacidade de enrolamento intermediaria também foram observados (Figura
2). A figura 3 mostra a capacidade de enrolamento de alguns dos isolados mais
eficiente nesse parametro.

Apesar do crescente interesse da pesquisa na busca de isolados de
Trichoderma eficientes para fins de controle biologico, especialmente no que
diz respeito a capacidade micoparasitica (Chet, et al., 1981; Elad et al., 1982,
Benhamou & Chet, 1993), ndo foi encontrado na literatura nenhum ensaio
envolvendo a avaliaggdo da frequéncia de enrolamento. Desta maneira, tal
ensaio pode constituir-se em uma ferramenta vahlosa para avaliagio rapida e
pratica da capacidade micoparasitica de isolados de Trichoderma candidatos a
agentes de controle bioldgico, principalmente quando se trabalha com um

elevado numero de isolados.
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Figura 2. Frequéncia de enrolamento de T. harzianum sobre R. solani. A
frequéncia de enrolamento foi avaliada microscopicamente a partir da analise de 10
campos, na zona de interagdo antagonista/patdogeno (com 3 repeticdes). Médias

seguidas por letras diferentes nas colunas diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey HSD (P = 0,05).

3.2- Avaliacao da viabilidade de R. solani

Nesse ensaio foi possivel monitorar as mudancgas na intensidade de
fluorescéncia de hifas de R. solani, principalmente. As hifas de R. solani antes
do inicio do processo de interacdo mostraram excelente fluorescéncia, logo
apos serem suspendidas em diacetato de fluoresceina (DFA); da mesma forma
que hifas de T. harzianum (Figura 4A); entretanto, logo apds 48 horas de
interacdo a intensidade de fluorescéncia das hifas de R. solanija era bastante
inferior a intensidade das hifas de T. harzinaum (Figura 4B e C). Essa reducéo
na intensidade de fluorescéncia das hifas de R. solani permaneceu até o final
do ensaio (72 e 96 horas), demonstrando a reducdo de sua viabilidade. Por
outro lado, as hifas de T. harzianum permaneceram com alta intensidade de

fluorescéncia (Figura 4D), indicando a alta atividade enziméatica destas. Esses



Figura 3A-D. MEV da acdo micoparasitica de T. harzianum sobre R. solani. A, B,
C e D correspondem a interacdo entre os isolados de T. harzianum ALL-23.01, ALL-
40.01, ALL-41.01 e ALL-44.01 e o isolado de R. solani CNPAF-03, respectivamente.

Bar =10 pm.

resultados concordam com os obtidos por Barak & Chet (1985), indicando que
a utilizacdo de diacetato de fluoresceina (DFA) € um método valido para

monitorar o nivel de atividade celular durante o processo de micoparasitismo.



A figura 4B, C e D também demonstram o enrolamento de hifas de T.
harzianum sobre R. solani, evidenciando, como na figura 3A, a alta capacidade

micoparasitica deste isolado de T. harzianum (ALL-23.01).

Figura 4A-D. Anélise da acdo micoparasitica de T. harzianum sobre R. solani,
atraveés de microscopia de fluorescéncia. (A) Inicio da interacdo entre T. harzianum
(ALL-23.01) (hifas finas) e R. solani (CNPAF-03) (hifas mais grossas), x 200. (B) e (C)
segundo dia de interacdo, x 200 e x 400, respectivamente. (D) Terceiro dia de

interacdo, x 400.

3.3- Analise da producio de enzimas hidriliticas por T. harzianum

Como uma das etapas do mecanismo de micoparasitismo envolve a
participacdo de enzimas hidroliticas tais como quitinases e 0-1,3-glucanases
(Inbar & Chet 1995; Haran et al., 1996a; Haran et al., 1996b), foi nosso
interesse fazer uma avaliacdo da producdo de enzimas por isolados de T.
harzianum, aqui caracterizados. Varios trabalhos tem utilizado como critério de

escolha de um bom agente de controle biolégico a avaliagdo preliminar da
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producao de enzimas hidroliticas (Lorito et al. 1993, Lorito et al., 1994; Vasseur
et al., 1995 Lorito et al., 1996). Entretanto, os resultados obtidos no presente
trabalho ndo demonstraram uma relacdo direta entre produgdo de enzimas
hidroliticas (Tabela 3) e capacidade micoparasitica (Figura 2), nos diferentes
isolados avaliados; embora, com excegao dos isolados ALL-21.01 e ALL-25.01.
todos tenham produzido quitinases e B-1,3-glucanases (Tabela 3), quando
crescidos em meio TLE contendo quitina como fonte de carbono.

Essa auséncia de correlagao pode ser exemplificada se analisarmos 0s
isolados ALL-42.01, ALL-43.01 e ALL-44.01, os quais apresentam alta
capacidade micoparasitica (Figura 2 e 3D), bem como elevada produgdo de
enzimas hidroliticas (Tabela 3) e o isolado AL-23.01, o qual € um excelente
micoparasita'(Figuras 2, 3A e 4) e produtor de quitinases (Tabela 3),
apresentando, porém, uma baixa atividade f3-1,3-glucanases (Tabela 3). Os
presentes resultados sugerem que o papel das enzimas hidroliticas no
processo de micoparasitismo ainda permanece indefinido, uma vez que,
embora sejam  componentes importantes  desse processo e,
consequentemente, na habilidade de 7. harzianum parasitar o hospedeiro,
isolados de elevada atividade enzimatica podem nao ser bons antagonistas,
como ja evidenciado anteriormente (Elad, 2000). Nesse caso, a combinagao de
outros mecanismo de acdo devem ser avaliados, ja que que 0 processo de
micoparasitismo, exclusivamente, pode n&o ser o unico responsavel pela
capacidade de biocontrole de isolados de T. harzinaum (Elad, 2000).

Embora n&o haja uma relagao direta entre capacidade de producao de
enzimas hidroliticas e micoparasitismo por parte de isolados de T. harzianum,
observou-se que os isolados ALL-42.01, ALL-43.01 e ALL-44. 01, os quais séo
altamente relacionados quanto a caracteristicas morfologicas e fisiolégicas,
tendem a apresentar uma relagdo direta entre produ¢do de enzimas e
capacidade micoparasitica (Figuras 2 e 3D e Tabela 3). Tais isolados devem
ser analisados quanto a outros parametros, principalmente no que diz respeito
a outros bioensaios de laboratério, casa-de-vegetagao e campo, ja que podem
constituir-se em promissores agentes de biocontrole para o desenvolvimento

de biofungicidas.



Tabela 3. Atividade de quitinases e p-1,3-glucanases de isolados de T.

harzianum.

Atividade Especifica (U/mg proteina)
Isolados Quitinase =~ B-1,3-glucanase
UnB- 1642 1,92 +0,01 1,15+ 0,02
UnB-1645 14,94 + 0,926 1,61 +0,05
UnB-1647 2,68 + 0,01 3,05+0,27
ALL-05.01 2,75+0,28 1,86 +0,12
ALL-11.01 3,20+0,14 3,46 + 0,06
ALL-16.01 16,64 + 0,39 3,21+0,14
ALL-18.01 5,01 + 0,91 1,48 + 0,03
ALL-19.01 10,46 + 0,18 1,28 + 0,04
ALL-20.01 1,70 + 0,01 0,35 +0,07
ALL-21.01 0,00 0,74 + 0,07
ALL-22.01 2,88+0,0 0,86 + 0,03
ALL-23.01 259+00 0,77 +0,15
ALL-24.01 1,67 +0,0 0,50 +0,14
ALL-25.01 0,00 3,29 + 0,26
ALL-28.01 322 10,19 0.36 + 0,03
ALL-40.01 2,49 1 025 1,05 1 0,07
ALL-41.01 219 +017 0,97 + 0,05
ALL-42.01 11,40 + 0,44 1,34 1 0,07
ALL-43.01 10,79 +1,23 2,32 +0,05
ALL-44.01 21,23 + 1,71 1,56 + 0,06
ALL-47.01 10,66 + 1,12 1,17 + 0,04
ALL-48.01 2,88 +0,24 2,054 0,17
ALL-49.01 1,19 + 0,01 0,56 + 0,01
ALL-51.01

1,28 1 0,15

ND = Ndo Determinada

0,51

t 0,07
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