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RESUMO

Controle biolégico € um processo natural, que @eguhimero de individuos existentes
em uma populacdo, pela acdo de outro individuo atlande “inimigo natural” ou
agente de controle biologico (parasitdides, predemloe patdégenos), causando
mortalidade bidtica. Fungos que atuam como antatgamide fungos fitopatogénicos
tém sido usados para controlar a doenca, send®@edessas aplicacdes tem sido
feitas utilizando-se linhagens de fungos do géneihoderma. O géneralrichoderma
(Ascomycetes), ordem Hypocreales, pertencente sselalos hifomicetos e relne
espécies que se encontram entre os fungos de sotocmmumente encontrados na
natureza. Varios sao o problemas relacionados adeclatara de individuos desses
género. Ferramentas moleculares, como marcad@deBarcode tem sido usadas na
identificagdo ndo sO derichoderma mas também de outro fungos. Esses trabalho teve
como objetivo identificar isolados de Trichoderrpa.sUtilizando somente ferramentas
moleculares. A analise utilizando marcadores RABBIipilitaram uma observacédo do
alto grau de variabilidade genética existente eages individuos, ma se mostrou
problematica quando o numero amostral foi aumentAddentificacdo de individuos
utilizando DNA Barcode sO foi possivel para poucwdividuos o que demonstra a
necessidade de que as sequéncias obtidas sejdta geadidade. A analise filogenética
se mostrou extremamente dificil, devido a demandatednpo necessaria para a
realizacdo das analises. Entretanto através d@sartd Neighbor-joining foi possivel
observar que quando se utiliza bancos de dados coBDLAST a taxa de erro na
identificacdo dessas espécies é grande devido @asitte de sequéncias de isolados

incorretamente identificados.
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ABSTRACT

Biological control is a natural process that retpgahe number of individuals existing
in a population, by the action of another individcaled "natural enemies or biological
control agent (parasitoids, predators and pathggeassing biotic mortality. Fungi that
act as antagonists of phytopathogenic fungi haws hesed to control the disease, and
90% of these applications have been made usingnstraf fungi of the genus
Trichoderma. The genusTrichoderma (Ascomycetes) Hypocreales, belonging to the
class and brings Hifomicetos species that are antibagsoil fungi most commonly
found in nature. There are several problems relaidtie nomenclature of individuals
of this gender. Molecular tools such as markers BN Barcode has been used in
identification of Trichoderma but also another fungi. The objective of this warks to
identify isolates ofTrichoderma spp. using only molecular tools. Analysis using
markers make possible the observation of the hegltee of genetic variability between
these individuals, but proved problematic when shenple size was increased. The
identification of individuals using DNA Barcode wagsossible only for a few
individuals who show the need for the high quadiéguences obtained by sequencing.
The phylogenetic analysis was extremely difficuicause is time consuming and
required much time to perform the analysis. HowdxeNeighbor-joining analysis was
observed that when using databases such as BLAST mte in identifying these

species is high due to deposition of sequencesotdtes incorrectly identified.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONTROLE BIOLOGICO

Através da evolugdo agricola, microorganismos &togénicos e insetos tém
travado batalhas com agricultores e agronomos. akpds a interacdo entre esses
organismos e as plantas, ser um fendmeno naturalltivo de grandes extensdes de
terra, faz a populacdo desses individuos crescegimesamente, afetando diretamente
a producdo agricola. O avanco tecnoldgico proppotioa descoberta de toxinas
quimicas (defensivos agricolas), que foram muittizatios para diminuir o impacto
desses organismos nas lavouras. Entretanto, érefiaie a falta de especificidade desse
tipo de produto mostrou-se pouco duradoura. Mesmno @ aumento da quantidade de
produto aplicado as pragas se mostraram cada viszressstentes (Cruz, 2002). O uso
indiscriminado de pesticidas e herbicidas quimitoaxe varios tipos de problemas,
pois eles ndo eram apenas tOxicos para 0s insetasreorganismos causadores de
problemas, mas também para o0 meio ambiente de fgerad e extremamente toxico
para os seres humanos (Kogan, 1998). A preocupaedcente com o impacto das
acbes humanas no meio ambiente, principalmentequaodiz respeito a atividade
agropecuaria, tem aumentado a busca por solucdesargenizem o impacto da acao
humana sobre o meio ambiente, mas que também eegsieel, lucrativa e que
aumente a producao de alimentos. Uma alternativ@,v@m se mostrando promissora
para o combate de pragas (tanto insetos quantooonganismos) em um sistema
agricola sustentavel, produtivo e ecologicamenteetmé o controle biologico (Parea
al., 2002).

Controle biolégico é um processo natural, que Beguhumero de individuos
existentes em uma populacdo, pela acdo de outiwidod chamado de “inimigo
natural” ou agente de controle biolégico (paradiédi predadores e patdgenos),
causando mortalidade biotica (Cook & Baker, 1988javés dos tempos o homem
aprendeu a manipular ou manejar esses inimigosaigafpara utiliza-los como aliados
na producdo agricola, surgindo o Controle Biolégipicado como tecnologia baseada
na utilizacdo de recursos genéticos de microorgawss insetos predadores e
parasitdides para o controle de pragas, especitdnoEninsetos e acaros fitéfagos e

microorganismos para o controle de doencgas caupaddisopatogenos.
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O uso do controle bioldgico como ferramenta dercbatle pragas, pelo homem
€ antigo e data do século lll a.C., quando os sbmese valeram da predacdo de
formigas Qecophylla smaragdina) para controlar pragas de citros (Clausen, 19%6n V
den Boshet al., 1982). As forrmigas também foram utilizadas peilocabes no periodo
medieval para o controle de pragas, dando initistaria do uso do controle bioldgico
para controlar pragas agricolas (Getral., 2002). Entretanto, somente no século XX é
que o controle biolégico passou a ser alvo de peasjpara implantacdo de forma mais
direta e intensiva nos ecossistemas agricolas (Mé&r&rone, 2006). Nesse sentido,
uma area que vém apresentando grande desenvolwiréeatcontrole biolégico de
fitopatologias causadas por fungos que afetam wltoquanto folhas através de outras
espécies de fungos, chamados antagonistas. Aprdaimente 70% das doencas que
atacam grandes plantacdes sdo causadas por fudgids 006). Essas doencas tém
um papel fundamental na destruicdo dos recursasamna agricultura, principalmente
aguelas causadas por patégenos presentes no aadlm gue os fungos sao os mais
agressivos (Beniteet al., 2004). Um bom exemplo disso sé@o alguns exengldee
fungos dos género®Rhizoctonia, Botrytis, Phytophthora, Pythium, Sclerotinia e
Fusarium, Armillaria, Colletotrichum, Verticillium, Venturia, Endotia, Rhizopus,
Diaporthe, Fusicladium, Poria monticola e Sereum purpureum (Corabi-Adell, 2004).

Fungos que atuam como antagonistas de fungos tiggricos tém sido usados
para controlar a doenca, sendo que 90% dessaagj@ictem sido feitas utilizando-se
linhagens de fungos do géndmachoderma (Monte, 2001).

Trichoderma spp. tém sido alvo de estudos de muitos pesquisadares/@m
contribuindo com a busca de agentes de controléddiwo através de fungos.
Individuos que pertencem ao géné&rcchoderma spp. responde por quase 50% de todo
crescente mercado de agentes de controle biolGgieo os cientistas vém tentado
descobrir (Harman, 2000).

Os fungos classificados com sendo pertencentes£aergTrichoderma, sao
assexuados e sdo os mais freqientemente encontiado. Eles também colonizam
materia organica e arvores em processo de decogAposios quais a forma que se
reproduz sexuadamente, classificada no gédgpocrea e denominada teleomorfa sao
mais encontradas. Entretanto, muitos dos isoladdsindo aqueles com potencial para
controle bioldgico ndo tém estagio sexual conhedioe seu ambiente natural, a forma

assexuada é perpetuada a partir da reproducdol cttosa individuos que sao
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heterocaridticos e que provavelmente evoluem irglitemente ao estagio sexual. Eles
possuem um alto nivel de diversidade genética qde per utilizada para produzir uma
grande variedade de produtos de interesse comere@ilogico (Harmaet al., 2004).

Alguns individuos deste genéro tém importante pepelo produtor de enzimas
de interesse industrial, antibiéticos e atuam cagentes de controle bioldgico de
patdgenos de plantas (micoparasitismo), principatenas plantas de interesse agricola
(Kullning-Grandingeret al., 2002). Linhagens ddrichoderma que atuam como
micoparasitas reconhecem a hifa do hospedeiro eerselam ao redor dela,
desenvolvendo o micélio vegetativo, penetrando radeacelular do hospedeiro, por
meio de uma estrutura denominada apressério quealienzimas no meio, que
degradam a parede celular, como quitinases, glaeana proteases, utilizando o
hospedeiro como fonte de nutrientes (Liu e Yan§520

O sucesso das linhagens Tdéchoderma como agentes de controle bioldgico se
deve ao fato de que esses individuos tém umaagtcilade de reproducdo, habilidade
de sobrevivéncia mesmo sob condi¢cdes muito adveusiizando com eficiéncia os
nutrientes presentes no meio. Podem modificar @sfeza onde se encontram, séo
extremamente agressivos contra outros fungos fidlgeaicos e podendo ainda
promover o crescimento da planta e mecanismos fisaleTodas essas qualidades
fazem com que individuos deste género estejam rmiessem muito ambientes e em
grande concentracdo (Benital., 2004; Monte, 2001).

1.2.0 GENERO Trichoderma

O géneraolrichoderma compreende um grupo de individuos presentes esequa
todos os tipos de solo, madeira em decomposicéastesrde vegetacdo. As espécies de
fungos do génerdrichoderma, sdo componentes dominantes na microflora presemte
uma grande variedade de habitats. Essa caractaredpecial se deve a sua grande
capacidade metabdlica e a sua natureza agressiteacmmnpetitiva. Esses individuos
dificilmente causam doencas em plantas, mas pod&rarauma espécie comercial de
cogumelo (Gams & Bisset, 1998) e mais recentemémitedemonstrado queT.

longibrachiatum e T. citrinoviride podem atuar como patégenos oportunistas em
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mamiferos imunocomprometidos, incluindo-se ai sén@manos, causando infec¢des
invasivas e reacdes alérgicas (Druzhinietaal., 2008). O génerolrichoderma
(Ascomycetes), ordem Hypocreales, pertencente sselalos hifomicetos e relne
espécies que se encontram entre os fungos de sotocmmumente encontrados na
natureza (ROIGER®t al., 1991 apud Corabi-Adell, 2004). Além de uma cajmie
adaptativa elevada apresentam também grande paltdeailispersdo. A grande maioria
das linhagens dé&richoderma de interesse comercial compreende fungos anarmsrfic
(assexuados), que provavelmente sdo mitoticosnaisloEm geral, espécies do género
Trichoderma possui fidlides hialinas formadas pelos conidid$oe conidios que sao
geralmente lisos, raramente ornamentados, com fetipica, oval, mas que pode-se
apresentar também globoso, com coloracéo verdeyammenos comumente amarelo
(Chaverri & Samuels, 2003). Apesar de todo o conteto gerado a respeito desse
género, a taxonomia deichoderma permanece incompleta e a distingdo entre espécies
desse género é extremamente problematica. A dtassib e identificacdo correta
desses isolados é necessaria para predizer imgxiaformacdes a cerca da ecologia,
toxicologia e tecnologia.

Fungos pertencentes ao géndirichoderma sdo conhecidos desde o século
XVIII. A partir de material coletado em solo alem&®rsoon propds pela primeira vez
isolados deTrichoderma como género e sua associacdo com fungos teleaogrfi
classificados dentro do géndfypocrea Fr. foi reconhecida pelos irmaos Tulasne em
1865 (Gams & Bisset, 1998).

A primeira tentativa importante de distinguir mdofgicamente as espécies
desse género foi feita por Rifai em 1969 e cujogertaxas definidos por meio de um
conceito de “espécies agregadas” nao foram comeladas a nenhuma espécie
teleomorfica (Lima, 2002). Rifai (1969), nomeou &adspécie agregada conlo
aureoviride Rifai, T. hamatum (Bonord) Bain.,T. harzianum Rifai, T. koningii Oudem.,

T. longibrachiatum Rifai. T. piluliferum Rifai, T. polysporum (Link: Fr.) Rifai, T.
pseudokoningii Rifai, e T. viride. Cada uma dessas espécies consideradas “agregadas”
compreendia possivelmente mais de uma espécieao®ifai concluiu que somente
caracteres anamorficos ndo poderiam promover uxaadania adequada (Rifai, 1969;
Chaverri & Samuels, 2003). Algumas conexdes estaliEls entre espécies
anamorficas e teleomorficas foram encaixadas fosaagcosporos (Dingley, 1957 apud

Gams & Bisset, 1998). Bisset e colaboradores (12®hcluiram o mais detalhado
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estudo sobre espécies anamorficasTdehoderma ja feito, onde, 21 taxas foram
encontrados e discriminados na sePachybasium e sete na secdmngibrachiatum.
Entretanto outras secbes do mesmo género aindfordgia destrinchadas da mesma
forma. Esses estudos demonstraram que baseadotsoemengraus morfoldgicos, é
extremamente dificil aplicar a delimitacdo de em®ecbioldégicas aos isolados
pertencentes a esse género. Desta forma, com rgéotede tornar o trabalho com
isolados deTrichoderma spp. mais facil, Bisset (1991), propds o uso de “setpasa
encaixar formas similares dentro das “espéciesgadges” definidas por Rifai (1969),
bem como variagdes morfologicas encontradas noe@if@s do génerblypocrea, que
compreende os teleomorfos. Essas secOes possadmlitea acomodacdo da ampla
variacdo morfoldgica que € reconhecida hoje, \gsi®, apesar de ser muito utilizado, o
sistema proposto por Rifai (1969), reconhece apasasove espécies definidas como
“agregadas’( Samuels & Seifert, 1995; Lima, 200@rabi-Adell, 2004).

A taxonomia deTrichoderma, apesar de toda a importancia industrial (producao
de enzimas hidroliticas), agricola (controle biatog disponibilizacdo de nutrientes e
inducdo de resisténcia em plantas) e ecoldgicao(aeositores de matéria organica),
ainda néo foi definitivamente esclarecida (Bengeal., 2004; Harmaret al., 2004;
Kullning-Grandingetret al., 2002; Monte, 2001; Harman, 2000). As constargesoes
do género que tem sido realizadas, baseadas eroteraga morfolégicos, ndo se
mostraram satisfatorias (KUHLsS al., 1997). A utilizacdo da analise morfolégica para
a identificacdo tem se mostrado efetiva ao nivelgé@aero, entretanto quanto a
diferenciacdo intra-especifica uma complexidadéom& observada devido a
sobreposicdo de diversos caracteres distintivosylteenddo numa chave bastante
artificial e, portanto, sujeita a certo subjetivisrifSamuels, 1996 apud Lima, 2002).
Essa flexibilidade na morfologia, torna o limitetrenespécies quase que impossivel de
ser identificado, principalmente se tratando denimmero de isolados muito grande,
causando constantemente confusfes na identifi¢aggkfeld et al., 2001; Kullninget
al., 2001; Lima, 2002; Corabi-Adell, 2004). Duas s&dipoteses que podem explicar a
complexidade na classificagdo de isolados desser@éRrimeiro, uma especiacéo
extremamente ativa, denominada explosdo evolutjua, poderia explicar a dificil
interpretacdo do conceito de espécie. Esse fenOmparexe ser bastante comum na
natureza, onde € possivel observar “espécies” gupartilham varias caracreristicas

comuns e com interrupgdes pouco nitidasaitinuum fenotipico das mesmas (Corabi-
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Adell, 1999). Segundo, o préprio conceito de espédieyer e Plaskowitz (1989 apud
Lieckfeldt et al., 1998) descreveram em seu trabalho que caraateve®logicos e
genéticos, que poderiam ajudar a definir o concedio espécies biologicas para
Trichoderma ainda ndo foram identificados.

A definicdo de uma medida objetiva da variabilidalde qualquer espécie de
Trichoderma ainda néo foi estabelecida.

A introducédo do sequenciamento do DNA e a analsdistica das sequéncias
de DNA nos anos 90, deram inicio a uma nova era pasistematica de fungos. O
resultado dessa revolugdo molecular é a abilidadeampreender as inter-relacbes
entre taxons em todos os niveis (Rehner & Samué&l85). Muitos taxons de
Trichoderma tem sido até entdo identificados com base na hogitg e a analise da
sequéncia de genes foi utilizada somente pararomagfdo ou como complemento.
Assim, os membros desse género, sdo primeiramefitedds, utilizando-se o conceito
de espécies morfologicas (MSR — Morphological Sgedconcept). A utilizacdo do
conceito de espécie bioldgica (BSR — Biological cig Recognition) € totalmente
impraticavel (Tayloret al., 2000). O uso do conceito de reconhecimento gécess
filogenéticas em concordancia genealégica (GCPSKenealogical Concordance
Phylogenetic Species Recognition) é uma alternadivativa ou que pode ser usada
como analise complementar ao conceito de espéme®lggicas, mas ndo tem sido
aplicado pardrichoderma (Taylor et al., 2000). Para utilizar esse conceito € necessario
avaliar arvores obtidas de vérios genes sem ligggépainda envolve uma circustancia
obrigatéria: a posicéo filogenética da espécieaseda devera ser concordante em pelo
menos algumas das arvores geradas e ndo podemnsedda em outras (Druzhinina
& Kubicek, 2005). Varios trabalhos tem utilizad@amélise multigénica na tentativa de
clarear e obter uma filogenia global para essergémeailinig-Gradingeret al., (2000)
usou quatro diferentes loci, mas a concordanci& exst arvores nao foi possivel, devido
a insuficiente resolucdo filogenética dos geneglasgsaNa tentativa de elucidar as
variantes existentes na espékielixii/T. harzianum, Chaverriet al., (2003), também
utilizou quatro diferentes loci para avaliagdo,dzeigue trés deles diferem daqueles
usados no trabalho publicado por Kullnig-Gradingeral., (2000). Seu trabalho
identificou sete linhagens filogenéticas que setramm concordantes em muitas das
arvores analisadas, mas como nao foi possivel &adestingdo morfoldgica entre esses

isolados, nao foi possivel o reconhecimento conpéas. O conceito morfoldgico de
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espécie é baseado na similaridade dos caractemassea auséncia, enquanto que o
conceito filogenético de espécie, considera agd@ekevolutivas entre 0s organismos
(Tayloret al., 2000).

Devido principalmente a sua importancia econdméaios Sado 0s grupos de
pesquisa que vem trabalhando com isolados do génmtwmderma pelo mundo. Uma
das principais preocupacdes inerentes a esseshtvab@ a identificacdo correta de
isolados, principalmente daqueles de regides ad#s ou em associagdo com a
rizosfera. Muitos desses grupos ndo possuem pesspatializado para a identificacao
e/ou ndo tem interesse em trabalhos que envolvaimaegdes evolutivas ou mesmo
discussbes de taxonomia. Porém, existe a necdssigabuscar por isolados de atuem
bem como agentes de controle biolégico ou que sé@ans produtores de enzimas,
antibioticos e metabdlitos secundarios, que possam utilizados para aplicacdes
praticas. A busca por um isolado que apresenteasdgteristicas requer o screening de
inimeros individuos. Além do mais, analises taxdoam requerem taxonomistas
experientes.

A formacdo de um especialista consome muito tenmmis requer estudo
prolongado, tempo de observacdo para andlisar snesgpécies, ter conhecimento
detalhado de cada uma delas e estar a par do coveiméc que ja foi gerado na area
(Thompsonet al., 2005). Varios problemas relacionados a faltandentivo para esse
tipo de pesquisa e a diminuicdo do fator de impato revistas especializadas
dificultam a obtencdo de verbas e levou a dimirwigd ndmero de profissionais
especializados ndo s6 no Brasil com também emsp#aises ( Boero, 2010).

Por todos os motivos citados o processo preferata muitos pesquisadores é
submeter sequéncias no BLAST e assim aceitam epdmesultado como identidade
da espécie. Infelizmente para muitos fungos, badeatados como 0 GenBank contém
muitas sequéncias que foram incorretamente ideadifis (Kopchinskiyt al., 2005).
Outro porém é que muitos pesquisadores sem um teamarmento em bioinformatica,
nao conseguem interpretar de forma correta os datlm®mam valores de-value igual
a 0.0 como identidade, sem verificar se a sequénéikentica ou altamente similar.
Mesmo que identica, é necessario verificar se Ré@beeoutra espécie identificada com
a mesma sequéncia (Druzhinina & Kubicek, 2005)bMsca pela solucéo do problema,

varias ferramentas moleculares vem sendo geradas goxiliar no screening e na
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identificacdo de espécies de interesse biotecrmpgile forma mais simples e

dinamica.

1.3. SISTEMATICA MOLECULAR

1.3.1. MARCADORES MOLECULARES

A recente revolugdo na biologia molecular tem tesi@l em técnicas que
permitem a identificacdo de inUmeros fungos. ESasicas permitem a identificacdo
de variedades e linhagens clonais dentro de umaciespe a discriminacao e
classificagdo de populacdes, espécies, génerolidamirdens, classes e até mesmo
reinos e dominios. Os métodos moleculares tem acgrle de explorar a imensa
variacdo que ocorre naturalmente no DNA (Xu, 2006).

A auséncia de caracteres morfologicos tornou oscadares moleculares
inestimaveis para o estudo de aspectos da ecoligiagia e genética de fungos. Esses
marcadores geralmente sdo desenvolvidos espeddfitarpara cada espécie de fungo a
ser estudada, utilizando técnicas moleculares. Gammento da disponibilizacdo de
genomas de fungos em bases de dados, tem se tgossivel o desenvolvimento de
marcadores moleculares para serem utilizados eongensequenciados (Caretal .,
2004). Esses marcadores sédo baseados em pequimascds que se acumulam no
genoma de membros de uma espécie e eles divergemmalgara outra. Em fungos
esses marcadores podem ser desenvolvidos de regiffesnossdmicas,
extracromoss6micas e de DNA mitocondrial (Gonz&lbaviraet al., 2006). Elas
podem ser observadas em cépias simples ou em hiacestensdo do genoma (Frazer,
2002). Existem vérias classes de marcadores malesulque podem ser divididos
principalmente em marcadores isoenzimaticos e rdarea de DNA, dentro dos
marcadores de DNA, uma classe de marcadores basead®CR (Polymerase Chain
Reaction), vem sendo utilizados com sucesso pamnatado de linhagens duplicadas
em estudos que envolvem o screening de isoladosntdeesse biotecnologico,
incluindo-se ai isolados do génefoichoderma (Fujimori & Okuda, 1994; Ferreira &
Grattapaglia, 1998).
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O sucesso do screening microbiano ndo depende dwradde amostras
analisadas mas da diversidade encontrada. O usomagleadores do tipo RAPD
(Random Aplified Polymorphic DNA), vem mostrandsuttados favoraveis ndo so
para a identificacdo de linhagens duplicadas, nambém na observacdo de
variabilidade genética, que ndo pode ser observdiizando-se por exemplo alguns
genes habitualmente usados em construcdes filogan€Fujimori & Okuda, 1994). A
partir de analises utilizando marcadores, foi p@$spor exemplo, demonstrar qlie
harzianum se tratava de um complexo de espécies que fodidaviem grupos
subespecificos denominados Thl, Th2, Th3 e Thanibeset al., 2000).

1.3.2. DNA RIBOSSOMAL

O rDNA (DNA ribossomal) encontrado no genoma nuclda eucariotos
consiste de unidades de repeticbes em tandem elispasicdo provavelmente foi
homogenizada através de evolucdo combinada (Killzixon, 1991; Sanders, 1999).
Devido a sua ocorréncia, funcdes essenciais e @ts®, dados que correspondem a
sequéncias das subunidades maior (28S), menor, (IT&S{Iinternal Transcribed Spacer
Region) e mitocondrial do rDNA tem sido usadas ewlises filogenéticas de fungos
em altos graus taxondmicos, como clados e ordeosgét al., 2002). Entretanto, ITS
rDNA é tdo variavel que néo pode ser alinhado tamente entre géneros diferentes e
tem sido constantemente usado na sistematica déeiespglentro de géneros tanto em
fungos quanto em plantas (Feliner & Rossello, 26fget al., 2002).

Existem quatro principais razdes pelas quais o desaegido ITS tem sido
constante: (i) A viabilidade de grupos universasrdciadores para reacao de PCR, que
permitem o trabalho com uma grande diversidadergigog taxonémicos (Whitet al.,
1990; Gardes & Bruns, 1993). (i) As multiplas i existentes facilitam a
amplificacdo por PCR, mesmo em amostras cuja gleddi de DNA possa ter sido
comprometida. (iii) O tamanho relativo do fragmegévado — cerca de 700bp — permite
a amplificacdo e sequenciamento sem a necessi@anectdores internos (Feliner E
Rossell6, 2007). (iv) Devido ao grau de variacamegado ITS oferece uma quantidade
suficiente de marcadores moleculares adequadosptrdos evolucionarios a nivel de
espécies (Lieckfeldt & Seifert, 2000).
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Em Trichoderma, essa regido vem sendo aplicada na delimitacéntifidacéo e
classificacéo de isolados que mostraram resultasissores com agentes de controle
bioldgico e hyperprodutores de enzimas (Siddicpiex., 2007). A regido ITS1 é mais
variavel do que a regido ITS2. Essa variacao satainda mais 6bvia ao se observar as
diferencas de tamanho entre regides ITS1 entreedies secdes. Membros da sec¢ao
Lomgibrachiatum, ‘Pachybasium’ e Trichoderma tem sequéncias ITS1 entre 180, 200 e
220bp, respectivamente (Lieckfeldt & Seifert, 20@)Ymportante lembrar, entretanto,
que cladogramas gerados por sequéncias ITS (ouudugr gene a ser usado),
representam arvores de genes e ndo de espéciese,(0®P2). Contudo, dados
taxondmicos provenientes do uso da regiao ITS catmglTS1 e 2), fornece resultados
limitados, mas nao impediu que o conceito de espéatiizado atualmente fosse
associado a resolucfes taxondémicas provenientd$Sigor uma década, mas essa
visdo vem mudando devido a definicdo de conceitoegpécies filogenéticas mais
refinados (Druznina & Kubicek, 2005: Samuels, 2006)

Apesar das limitacdes, em nichos ecoldgicos ondseesim numero limitado de
espécies relacionadas, dados advindos de sequén@&agpodem ser Uteis para o
desenvolvimento de sondas diagnosticas ou inicésdoara reacées de PCR (Borneman
& Hartin, 2000; Lieckfeldt & Seifert, 2000).

1.3.3. DNA BARCODE

O sucesso da biotecnologia aplicada, depende paincente da escolha do
microorganismo a ser estudo. A deteccdo de isolpamkitores de moléculas ou acdes
de interesse biotecnoldgico, embora suportada ptodologias de ponta, atualmente é
randémica (Beydost al., 2000; Thiericke, 2003). Quase todas as linhageiadas de
tais levantamentos, séo identificadas com basesegios marcadores filogenéticos. O
aumento da deposicao de sequéncias em bancos @ elae estudos evolucionérios,
tem mostrado evidéncias de que a diversidade feoatimetabolismo) em muitos
casos € influenciada por processos de especiagginde assim pode ter uma correlacao
com certos marcadores filogenéticos (Nagwl., 2007). Isso significa que é possivel

desenvolver sequéncias de DNA diagnosticas (DNAcdke) para identificacdo e
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selecdo de microrganismos com propriedades Untdiascionando o0 screening e
promovendo a exploracao dos isolados selecionados.

DNA barcode € baseado na premissa de que uma s&guénta padronizada,
pode distinguir individuos de uma espécie devidarsgacao genética entre as espécies
ser maior do que a variacdo dentro das espéciebdie2003). DNA barcode tem sido
aplicado com sucesso em varios grupos de animais ewes, peixes, aranhas, conchas
e em alguns individuos da ordem lepidoptera (Hbabkaet al., 2007).

Mesmo demonstrando resultados promissores parandéifidacdo de espécies,
seu uso para analise filogenética € mais problemé&irvores filogenéticas construidas
com sequéncias curtas utilizadas em DNA barcode,obfiveram suporte estatistico
relevante em muitos nos internos e, dessa formderporepresentar incorretamente
alguns padrdes nos ramos das arvores geradas (Miok&y, 2007).

A regido ITS, muito usada para reconstrucdes filégeas em Trichoderma,
tem motivos que sdo Uteis para o desenvolviment@®MA barcode para fungos.
Apesar de seu uso em analises filogenéticas teidsoterto discrédito, devido a
evidéncias encontradas de cOpias paralogas dedifS#lantas e efrusarium, nada foi
encontrado emfrichoderma (Kullnig-Gradingeret al., 2002). A regido ITS forma
hastes e voltas caracteristicas, que sdo impostgraea a maturacdo do rRNA. A
sequéncia de DNA que é responsavel pela formacéeoltia possui altas taxas de
mutacdo, o que faz com que seja candidata para sendalvimento de
oligonucleotideos Barcode (Fig. 1) (Druzhingtal., 2005).

A partir da geracdo de uma sequéncia que pudesssilzEada como Barcode,
Druzhininaet al., (2005), criaram uma banco de dados especifi@aalentificacdo de
isolados deTrichoderma tendo como base o oligonucleotideo barcode geifaido 2)
(Druzhininaet al., 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

- Identificar isolados do género Trichoderma aehide espécie, utilizando

somente ferramentas moleculares.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Ultilizar a técnica de RAPD-PCR para remover linmsgeuplicadas nos
isolados coletados.

» Verificar o grau de variabilidade genética nosadok.

» Identificar os isolados — a nivel de espécie -tzatildo como ferramenta
aregido ITS1 e 2, utilizada como oligonucleotiBancode.

* Realizar analise filogenética dos isolados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MANUTENCAO E CULTIVO DE ISOLADOS DE Trichoderma spp.

247 isolados deTrichoderma spp., coletados em diferentes regides, areas

cultivadas e mata nativa no Brasil, foram gentilleeredidos pela EMBRAPA — Arroz
e Feijao — GO (Tabela 1) e mantidos em colecdo atwotatorio de Enzimologia —
UFG. Os isolados foram cultivados em meio MYG e wolaicdo de esporos foi feita,
utilizando 50% de solucao salina (NaCl 0,9%) e 5@8oglicerol. Essa solucao foi
armazenada em freezer -80°C e foi usada para asilpesteriores. Cada isolado foi
cultivado separadamente em placa contendo meio MY&pos esporulacdo, foram
transferidos para erlenmeyers de 125ml, contendol 5@ meio MYG. Os isolados
foram colados em shaker a 180 rpm por 48hrs. Acéoldoi filtrada e o micélio

congelado, para posterior extracdo de DNA.

3.2. EXTRACAO DE DNA E RAPD-PCR

O DNA foi isolado a partir de micélio congeladoi@ilizado, de acordo com
metodologia proposta por Raeder & Broda (1985)iddenente adaptada e acrescida de
tampao CTAB Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide). Resumidamente, 0,5g de micélio
liofilizado, acrescido de 500ul de tampao CTAB (8% CTAB; 1,4M NaCl; 20mM
EDTA; 100mM Tris-HCI, pH 8.0; 0,298-Mercaptoetanol (no momento do uso)), pré-
aquecido & 65°C e incubado por 1 hora. Adicionaolime de Cloroférmio-Alcool
isoamilico (24:1) e levar ao vortex de forma supae evitar quebras na molécula de
DNA. Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm. Tfaris fase aquosa para um novo
tubo e adicionar 0.6 volumes de isopropanol. Agiar inverséo e centrifugar por 20
minutos a 10.000 rpm. Descartar o sobrenadantgae tapellet com 1 ml de etanol
70% (gelado). Deixar secar e ressuspender em 20TIE (10mM Tris-HCI; 1mM
EDTA, pH 8.0). Adicionar 1pl de RNAse para cada |18@ amostra e incubar em
banho-maria a 37°C por 2 horas. O DNA extraidovisiializado em gel de agarose a

0,8%. O DNA extraido foi quantificado e aliquotasncDNA a 5ngdl foi utilizado na
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reacdo de RAPD-PCR ( 10X PCR Buffer; 50mM MgCIZu®) dNTP; 2,5uM primer
randémico; Tag DNA Polymerase Invitrogen®) , utitilo os primers OPX-1, OPX-3,
OPX7 e OPX-13. A amplificacdo foi feita no termdador modelo MG96+
Biossystem$ programado com 5 min a 92°C, seguido de 39 cit#o40s a 92°C, 90s a
40°C e 2 min a 72°C, seguide de extensao finalméenm 72°C. O produto da PCR foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5Fualizado com brometo de etidio.
O gel foi fotografado utilizando Molecular Imageel®oc XR+ e a captacdo do padréo
de banda e a geracdo da matrix binaria (1 paramgase 0 para auséncia) foi feita

utilizando o software Quantity One 1-D Analysis t8@fre, ambos BioR&d

3. 3. ANALISE DOS DADOS DE RAPD-PCR

A analise da matrix binaria foi feita utilizando-sgrograma NTSYS software,
versao 2.10 (Applied Biostatistics Inc., Setaukét, USA). A matrix de similaridade
foi gerada utilizando coeficiente de DICE (Nei & [979) e de concordancia minima.
O valor do coeficiente de similaridade (F) foi cdéalo pela formula: F= a /a+b+c, onde
a corresponde ao numero de concordancias poséjvas c correspondem ao namero
de discordancias. Os dados da matriz de similegidadam entdo utilizados pelo
programa para a construcdo de um dendrograma paledom UPGMA (“Unweighted
Pair-Group Method With Arithmetical Averages”). Aisé da variancia “AMOVA” foi
feita utilizando o programa ARLEQUIN, versao 2.0té3te de atribuicao foi realizado
pelo software STRUCTURE 2.2, um teste de atribuiggsie programa utiliza uma
estratégia a qual identifica populacdes geneticéanemmogéneas dentro de um grupo
de organismos de origens geograficas distintasimmasde aloca organismos em K
clusters, representados por cores diferentes, ais gossuem marcas com frequéncias
distintas. O numero de clusters foi definido de K&=K=20, conforme o numero de
cidades de onde os isolados foram coletados. Féedas 10 interagbes para cada K
usando o modelo “admixture model” e frequénciaicale correlacionadas, utilizando
um periodo de “burn-in” de 200.000 e 500.000 pé&jordmo MCMC (Markov chain
Monte Carlo). Esta estatistica revela uma mudaacprobabilidade do log, de acordo
com o numero de K proposto por Evano, Regnaut el&@qi2005) AK, que foi usado

como uma predicdo do numero real de clusters.



Tabela 1. Lista de isolados e suas respectivadesdde coleta
utilizados neste trabalho.

Isolado Cidade

45/01 Agua Fria - Go

40/01 Agua Fria - Go

40/02 Agua Fria - Go

41/02 Agua Fria - Go

57/01 Agua Fria - Go

55/01 Agua Fria - Go

55/03 Agua Fria - Go

55/02 Agua Fria - Go

44/02 Agua Fria - Go
40/03 Agua Fria - Go
447/01 Araguari - Mg
456/01 Araguari - Mg
453/02 Araguari - Mg
454/01 Araguari - Mg
454/02 Araguari - Mg
45T/01 Cidade Desconhecida
6T/01 Cidade Desconhecida
6T/01' Cidade Desconhecida
6T/01" Cidade Desconhecida
5T/01 Cidade Desconhecida
551/02 Cidade Desconhecida
100T/01 Cidade Desconhecida
247/01 Cidade Desconhecida

21/02 Dueré - To

26/04 Dueré - To

26/05 Dueré - To

27/04 Dueré - To

21/02 Dueré - To

26/02 Dueré - To

25/02 Dueré - To

21/01 Dueré - To

26/06 Dueré - To

26/03 Dueré - To

28/11 Dueré - To

28/06 Dueré - To
476/01 Formosa - Go
476/02 Formosa - Go




495/01 Formosa - Go
495/01 Formosa - Go
489/02 Formosa - Go
491/02 Formosa - Go
482/01 Formosa - Go
468/02 Formosa - Go
483/02 Formosa - Go
492/02 Formosa - Go
494/01 Formosa - Go
486/01 Formosa - Go
479/02 Formosa - Go
479/02 Formosa - Go
490/01 Formosa - Go
475/01 Formosa - Go
480/01 Formosa - Go
475/02 Formosa - Go
485/01 Formosa - Go
480/02 Formosa - Go
488/02 Formosa - Go
487/02 Formosa - Go
484/01 Formosa - Go
483/01 Formosa - Go
484/01 Formosa - Go
481/01 Formosa - Go
481/02 Formosa - Go
490/02 Formosa - Go
489/01 Formosa - Go
567/01 Formoso - To
616/02 Formoso - To
616/04 Formoso - To
617/01 Formoso - To
616/01 Formoso - To
323/02 Holambra - Sp
328/01 Holambra - Sp
320/02 Holambra - Sp
333/01 Holambra - Sp
TN/02 Holambra - Sp
TN/01 Holambra - Sp
SB/02 Holambra - Sp
301/01 Holambra - Sp
336/02 Inconfidente - Mg
333/02 Inconfidentes - Mg




332/01 Inconfidentes - Mg
348/01 Inconfidentes - Mg
346/01 Inconfidentes - Mg
346/02 Inconfidentes - Mg
331/02 Inconfidentes - Mg
326/01 Inconfidentes - Mg
352/01 Inconfidentes - Mg
337/01 Inconfidentes - Mg
326/02 Inconfidentes - Mg
339/01 Inconfidentes - Mg
336/01 Inconfidentes - Mg
337/02 Inconfidentes - Mg
325/01 Inconfidentes - Mg
349/02 Inconfidentes - Mg
353/02 Inconfidentes - Mg
353/01 Inconfidentes - Mg
330/01 Inconfidentes - Mg
348/01 Inconfidentes - Mg
348/01 Inconfidentes - Mg
339/02 Inconfidentes - Mg
327/02 Inconfidentes - Mg
400/02 Irai - To

400/01 Irai - To

397/01 Irai - To

401/02 Irai - To

398/01 Irai - To

398/02 Irai - To

395/01 Montes Claros De Goias - Go
395/02 Montes Claros De Goias - Go
396/01 Montes Claros De Goias - Go
04/10 Mucugé E Ibicoara - BA
11/11 Mucugé E Ibicoara - BA
04/02 Mucugé E Ibicoara - BA
04/04 Mucugé E Ibicoara - BA
05/01 Mucugé E Ibicoara - BA
04/10 Mucugé E Ibicoara - BA
09/01 Mucugé E Ibicoara - BA
04/08 Mucugé E Ibicoara - BA
04/07 Mucugé E Ibicoara - BA
04/01 Mucugé E Ibicoara - BA
05/09 Mucugé E Ibicoara - BA
05/05 Mucugé E Ibicoara - BA




05/05 Mucugé E Ibicoara - BA
05/03 Mucugé E Ibicoara - BA
05/07 Mucugé E Ibicoara - BA
05/04 Mucugé E Ibicoara - BA
08/03 Mucugé E Ibicoara - BA
08/05 Mucugé E Ibicoara - BA
06/08 Mucugé E Ibicoara - BA
03/05 Mucugé E Ibicoara - BA
11/06 Mucugé E Ibicoara - BA
02/01 Mucugé E Ibicoara - BA
03/04 Mucugé E Ibicoara - BA
03/03 Mucugé E Ibicoara - BA
11/09 Mucugé E Ibicoara - BA
03/07 Mucugé E Ibicoara - BA
03/04 Mucugé E Ibicoara - BA
06/05 Mucugé E Ibicoara - BA
08/06 Mucugé E Ibicoara - BA
08/02 Mucugé E Ibicoara - BA
05/08 Mucugé E Ibicoara - BA
06/01 Mucugé E Ibicoara - BA
03/02 Mucugé E Ibicoara - BA
03/06 Mucugé E Ibicoara - BA
04/03 Mucugé E Ibicoara - BA
04/01 Mucugé E Ibicoara - BA
02/03 Mucugé E Ibicoara - BA
02/04 Mucugé E Ibicoara - BA
04/09 Mucugé E Ibicoara - BA
11/04 Mucugé E Ibicoara - BA
08/04 Mucugé E Ibicoara - BA
02/05 Mucugé E Ibicoara - BA
04/03 Mucugé E Ibicoara - BA
06/04 Mucugé E Ibicoara - BA
06/03 Mucugé E Ibicoara - BA
06/02 Mucugé E Ibicoara - BA
11/08 Mucugé E Ibicoara - BA
11/02 Mucugé E Ibicoara - BA
418/01 Pad - DF
418/02 Pad - DF
419/02 Paracatu E Irai - Mg
420/01 Paracatu E Irai - Mg
421/01 Paracatu E Irai - Mg
421/02 Paracatu E Irai - Mg
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15/06 Patos De Minas - Mg
15/05 Patos De Minas - Mg
12/12 Patos De Minas - Mg
12/06 Patos De Minas - Mg
12/09 Patos De Minas - Mg
12/04 Patos De Minas - Mg
13/19 Patos De Minas - Mg
12/14 Patos De Minas - Mg
13/03 Patos De Minas - Mg
13/07 Patos De Minas - Mg
15/09 Patos De Minas - Mg
13/09 Patos De Minas - Mg
13/11 Patos De Minas - Mg
15/05 Patos De Minas - Mg
87/01 Patos De Minas - Mg
46/05 Rio Verde - Go

50/03 Rio Verde - Go

47/01 Rio Verde - Go

48/02 Rio Verde - Go

48/01 Rio Verde - Go

34T/01 Santo Antonio De Goids - Go
40T/03 Santo Antdnio De Goids - Go
97/01 Santo Antdnio De Goias - Go
356/02 Santo Antbénio De Goiés - Go
360/01 Santo Anténio De Goiés - Go
359/01 Santo Antbénio De Goiés - Go
429/02 Santo Anténio De Goiés - Go
247/01 Santo Anténio De Goiés - Go
364/01 Santo Anténio De Goiés - Go
34T/02 Santo Antdnio De Goias - Go
357/01 Santo Antbénio De Goiés - Go
1L/01 Santo Anténio De Goiés - Go
32T/02 Santo Antdnio De Goias - Go
362/02 Santo Antbénio De Goiés - Go
362/01 Santo Antbénio De Goiés - Go
10T/03 Santo Antbénio De Goias - Go
355/01 Santo Antbénio De Goiés - Go
430/01 Santo Antbénio De Goiés - Go
364/02 Santo Antbénio De Goiés - Go
75/01 Santo Antdnio De Goias - Go
05/02 Santo Antdnio De Goias - Go

19/08

Santo Anténio De Goias - Go
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52T/01 Santo Anténio De Goias - Go
52T/01 Santo Anténio De Goias - Go
11T/01 Santo Antdnio De Goias - Go
117/02 Santo Anténio De Goias - Go
17/07 Santo Anténio De Goias - Go
248/01 Santo Antbénio De Goiés - Go
364/01 Santo Antbénio De Goiés - Go
360/01 Santo Anténio De Goiés - Go
15T/01 Santo Antdnio De Goias - Go
359/02 Santo Antbénio De Goiés - Go
75/02 Santo Anténio De Goias - Go
19/07 Santo Anténio De Goias - Go
47T/01 Santo Antdnio De Goias - Go
17/06 Santo Antdnio De Goias - Go
19/03 Santo Anténio De Goias - Go
18/03 Santo Antdnio De Goias - Go
20/02 Santo Antdnio De Goias - Go
3T/02 Santo Antdnio De Goiés - Go
28T/02 Santo Anténio De Goias - Go
75/02 Santo Antdnio De Goias - Go
356/01 Santo Antbénio De Goiés - Go
18/05 Santo Anténio De Goias - Go
18/11 Santo Antdnio De Goias - Go
287/02 Sorocaba - Sp

285/02 Sorocaba - Sp

285/01 Sorocaba - Sp

287/01 Sorocaba - Sp

29/05 Taquarituba - SP

29/04 Taquarituba - SP

29/12 Taquarituba - SP

29/11 Taquarituba - SP

29/02 Taquarituba - SP

29/15 Taquarituba - SP

29/15 Taquarituba - SP

29/11 Taquarituba - SP

29/12 Taquarituba - SP
333/01 Trichoderma Comercial
328/02 Trichoderma Comercial
330/02 Trichoderma Comercial
330/02 Trichoderma Comercial
498/02 Uberlandia - MG
498/02 Uberlandia - MG
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3.4. AMPLIFICACAO DO rDNA

A regidao do rDNA nuclear, contendo ITS1 e 2 e oegea subunidade 5.8S do
rRNA, foi amplificada usando a combinacdo de prsn&R6R e LR1, seguindo
protocolo descrito por White et al.,, 1990, em teritlador modelo MG96+
Biossystem$, usando os seguintes parametros: 1min de desgétuiaicial a 94°C,
seguido de 30 ciclos de 1 min de desnaturagédo@ 94%in de anelamento a 50°C, 90s
de extensdo a 74°C e um periodo de extensao @naintin a 74°C. Apés amplificacao,
o produto de PCR foi submetido a eletroforese emdgeagarose 1% corado com
brometo de etideo e fotografado utilizando Moleculmager Gel Doc XR+ da
BioRad®, para confirmacdo da amplificacdo e posteriormentsficado utilizando
protocolo baseado em PEG (Polietileno glicol) — PES6, NaCl 2,5M, etanol 80% e
etanol absoluto — o produto da purificacao foiizadlo para reacdo de sequenciamento
utilizando DYEnami&” ET Terminator Cycle Sequencing KIT da GE Healtbade
acordo com as instrugdes do fabricante e sequencitittzando seuqgenciador capilar
ABI 3730 XL® (Applied Biosystems, Foster City, CA).

3.5. ANALISE DOS DADOS DO rDNA

As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas atilio o software para
alinhamentos multiplos ClustalX. As regifes termgneom alinhamento ruim foram
removidas manualmente e as porc¢des alinhadas fonédas. As sequéncias alinhadas
foram usadas para a construcdo da arvore filogenaiando o método de neighbour-
joining (NJ), o modelo de distancia Kimura-2-paréenee “pairwise deletions” na
opcéao relacionada aos gaps. A arvore foi geradiaamilo o programa PAUP4b10 e

visualizada no programa TreeView.
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3.6. IDENTIFICACOES

A identificacdo inicial foi feita utilizando o progma de identificacdo ITS
oligonucleotideo barcodelrichOKey versdo 2.0 (www.isth.info), quando n&o foi
possivel a identificacdo foi utilizado o BLAST eegpécie considerada foi aquela cujo

valor E-value era menor e cuja identidade maior.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. RAPD-PCR

Do total de 247 isolados d&richoderma spp., gentilmente cedidos pela
EMBRAPA Arroz e feijao para identificacéo, 99 forascolhidos para a realizagéo da
analise prévia, utilizando marcadores RAPD (Tal2¢leEssa analise foi realizada no
laboratorio Genoma — Universidade Estadual de Lioad¥ contou com a avaliacédo de
trés primers decameéricos, OPX1, OPX13 e OPX3, baseaa sua capacidade de
revelar polimorfismos gerados por produtos de @gc@ variaram de 250 bp para mais
de 1600bp. O nimero méaximo de bandas foi produzéde primer OPX1 e 0 minimo
pelo primer OPX3. Um total de 59 fragmentos amgifios pelos 99 isolados de
Trichoderma spp. foram utilizados para estimarlacé® genética dentro das espécies.
O dendograma produzido através do método de UPGMwsdrado na fig.3. Um grau
relativamente alto de variabilidade foi observaairee os isolados, pois a partir da
observacédo do dendograma nao é possivel estabglepas distintos. O dendograma
utilizado apesar de importante para a observacawadabilidade entre os isolados
necessita de mais analises, como bootstrap e cacetmfenética, para tornar os dados
obtidos mais significativos.

A partir dos dados moleculares que sao obtidos fndes sobre diversidade
genética de populacdes ou grupos de organismogssivpl também, utilizando a
variancia genética molecular total, fazer uma estfira dos componentes da variancia,
segundo as causas da sua variacao, preditas dawn o interesse do pesquisador.
A analise molecular da variancia (AMOVA) analisgrau de diversidade genética com
base nos locos marcadores escolhidos para o estymotir de distancias quadraticas,
utilizando a distancia Euclidiana métrica de ExeoffSmouse e Quattro (1992).

AMOVA foi realizada para estimar os componentesaténcia entre as regioes
cultivadas de onde os isolados foram coletadodre aa cidades das areas de cultivo. A
tabela 3 mostra o resultado da AMOVA quando utl&as regides de cultivo como
componente da variancia. A variacdo observada feitonmaior dentro das areas

cultivadas do que entre elas demonstrando quevasisgao € grande entre espécies e
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até mesmo entre individuos da mesma espécie. Shermah, (2009) utilizando

marcadores do tipo RAPD também consiguiu obsessa grande variagcdo existente

Tabela 2. Lista de 99 isolados, cidades e regiéesutlivo utilizados na andlise prévia feita

em Londrina — PR.

Isolados Localidade Cultivar
332/01 Inconfidentes-MG morango
333/02 Inconfidentes-MG morango
336/01 Inconfidentes-MG morango
337/01 Inconfidentes-MG morango
337/02 Inconfidentes-MG morango
339/01 Inconfidentes-MG morango
346/02 Inconfidentes-MG morango
352/01 Inconfidentes-MG morango
362/02 Santo Antdnio de Goias - GO Feijao
04/01 Mucugé e Ibicoara - BA Batata
04/03 Mucugé e Ibicoara - BA Batata
05/01 Mucugé e Ibicoara - BA Feijao
1L/01 Santo Anténio de Goias - GO Milheto + Bracisia
320/02 Holambra-SP Begbnia
325/01 Inconfidentes-MG morango
32T/02 Santo Antonio de Goias - GO Soja + Brachiari
330/01 Inconfidentes-MG morango
331/02 Inconfidentes-MG morango
349/02 Inconfidentes-MG morango
34T/02 Santo Antonio de Goias - GO Soja + Milheto
353/01 Inconfidentes-MG morango
353/02 Inconfidentes-MG morango
355/01 Santo Anténio de Goias - GO Feijao
356/01 Santo Anténio de Goias - GO Feijao
357/01 Santo Anténio de Goias - GO Feijao
339/02 Inconfidentes-MG morango
346/01 Inconfidentes-MG morango
05/02 Santo Anténio de Goias - GO Milheto + Bradhia
05/03 Mucugé e Ibicoara - BA Feijao
05/08 Mucugé e Ibicoara - BA Feijao
117/01 Santo Anténio de Goias - GO Milho+Milheto
117/02 Santo Anténio de Goias - GO Milho+Milheto
13/09 Patos de Minas - MG Tomate
13/11 Patos de Minas - MG Tomate
13/19 Patos de Minas - MG Tomate
21/02 Dueré - TO Pousio
26/04 Dueré - TO Milheto + Brachiaria brizantha




26/05 Dueré - TO Milheto + Brachiaria brizantha
27/04 Dueré - TO Milheto + Brachiaria decumbens
327/02 Inconfidentes-MG morango
348/01 Inconfidentes-MG morango
75/01 Santo Anténio de Goias - GO Arroz + Brachiari
15T/01 Santo Antdnio de Goias - GO Milho+Milheto
359/02 Santo Anténio de Goias - GO Feijao
360/01 Santo Anténio de Goias - GO Feijao
40/03 Agua Fria - GO Feijao

41/02 Agua Fria - GO Feijéo
364/01 Santo Anténio de Goias - GO morango
SB/02 Holambra-SP Turfa Mista
326/01 Inconfidentes-MG Feijao
362/01 Santo Anténio de Goias - GO morango
29/11 Taquarituba - SP Feijao
29/12 Taquarituba - SP Feijao
45/01 Agua Fria - GO Soja

45/02 Agua Fria - GO Soja
481/02 Formosa-GO Feijao
490/02 Formosa-GO Feijao
29/15 Taquarituba - SP Feijao
15/09 Patos de Minas - MG Tomate
75/02 Santo Antdnio de Goias - GO Arroz + Brachiari
28/11 Dueré - TO Vegetacdo Nativa
28T/02 Santo Anténio de Goias - GO Soja + Brachiari
55/02 Agua Fria - GO morango
55/03 Agua Fria - GO morango
52T/01 Santo Anténio de Goias - GO Sorgo + Bradhiar
02/03 Mucugé e Ibicoara - BA Batata
17/07 Santo Antdnio de Goias - GO Feijao
10T/03 Santo Anténio de Goias - GO Feijao
11/04 Mucugé e Ibicoara - BA Feijao
13/03 Patos de Minas - MG Tomate
13/07 Patos de Minas - MG Tomate
TN/01 Holambra-SP Turfa Nacional
TN/02 Holambra-SP Turfa Nacional
400/02 Irai-MG Feijao
483/02 Formosa-GO Feijao

CxL Formosa-GO Feijao

17/06 Santo Antonio de Goias - GO Feijao
44/02 Agua Fria - GO Soja

19/03 Santo Anténio de Goi4s - GO Banana




12/09 Patos de Minas - MG Tomate
46/05 Rio Verde - GO Soja
18/11 Santo Antdnio de Goias - GO Cobertura veothe café
398/01 Irai-MG Feijao
03/06 Mucugé e Ibicoara - BA Batata
18/05 Santo Antdnio de Goias - GO Cobertura veote café
02/05 Mucugé e Ibicoara - BA Batata
06/01 Mucugé e Ibicoara - BA Feijao
57/01 Agua Fria - GO morango
3T/02 Santo Antdnio de Goias - GO Milheto + Bradhia
19/07 (?) Santo Antdnio de Goias - GO Banana
479/02 Formosa-GO Feijao
15/05 Patos de Minas - MG Tomate
55/01 Agua Fria - GO morango
19/08 Santo Anténio de Goias - GO Banana
48/01 Rio Verde - GO Soja
47T7/01 Santo Antdnio de Goias - GO Soja + Feijdo
301/01 Holambra-SP Turfa Importada
323/02 Holambra-SP Begbnia
326/02 Inconfidentes-MG morango
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dentro das populacdes de isolados de mesma egpégiecharzianum. Seu objetivo era
determinar a estrutura de populagfes de espéciBshdezianum isolados de diferentes
regibes da India. Quando a localidade das éaredwarlds foram utilizadas como
componente da variancia, uma maior variabilidadebtan foi encontrada dentro das
cidades do que entre elas (Tabela 4). Levando esideracédo de que néo foi possivel
estabelecer grupos de isolados distintos que pemihessduzir o nimero de isolados
para andlises posteriores, foi realizado um testatdbuicdo, pelo programa Structure
2.2 (Pritcharct al., 2000).

Tabela 3. AMOVA realizada com 99 isoladosTdechoderma spp. utilizando areas cultivadas dentro da
localidade como fonte de variacdo. Em vermelhoragmtagem da variacéo observada.

Método de Distancia: Diferencas par a par

Fonte de d.f. Soma dos Componentes| Porcentagem
Variacao guadrados da variancia de variacao
Entre 21 234.576 0.73110 Va 8.13
Populacdes
Dentro das 77 636.071 8.26066 Vb 91.87
Populacdes
Total 98 870.646 8.99175

indice de fixacao & : 0.08131

O programa utiliza uma estratégia que identificpytacdes geneticamente
homogéneas dentro de um grupo de organismos denerigeograficas distintas,
alocando esses organismos em K clusters, que géseatados por cores diferentes e
gue possuem marcas com frequéncias distintas. €aster pode ser considerado uma
populacdo onde os organismos estdo agrupados deéoacom a sua similaridade,
podendo, portanto, serem considerados como possaspécies. Utilizando essa
estratégia na andlise inicial realizada em LondAmR, foi avaliado a estruturacdo das
populacdes de acordo com a regido de cultivo de docm isolados as linhagens
utilizadas. Cada regiéo cultivada foi consideragia@ um K totalizando 22 (ver figura
4).

O valor mais adequado de K, segundo a analiseddoK = 8, conforme o
modelo proposto por Evano, Regnhaut e Goudet (2005%)seja, os dados foram
atribuidos em 8 clusters genotipicos, cada um septado por uma cor diferente

(fig.4). Um cluster corresponde a um conjunto ddados que sao genotipicamente
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similares, como se tivesse sido gerado por umasande agrupamento (fig. 3). A
coordenada Y, no grafico da figura 4, mostra oicfte de participacdo do isolado
(Q) em determinado cluster. A maioria dos clustéssmados se mostraram
homogéneos, somente os clusters 5, 8 e algumsdnds do cluster 1 se mostraram
heterogéneos. O grau de similaridade de cada clpstie indicar que poderiam existir
nesses locais 8 espécies diferentes de Trichod@nfe@to de cada cluster ser formado
por isolados de areas diferentes de cultivo refarbgpotese de que cada cluster possa

correponder a espécies diferentes.

Tabela 4. AMOVA realizada com 99 isoladosTdechoderma spp. utilizando a localizacdo (cidades) da
area cultivada como fonte de variacdo. Em vermalporcentagem da variacdo observada.

Método de Distancia: Diferencas par a par

Fonte de d.f. Soma dos Componentes| Porcentagem
Variacao guadrados da variancia de variacao
Entre 10 162.396 0.98751 Va 10.93
Populacdes
Dentro das 88 708.250 8.04830 Vb 89.07
Populacdes
Total 98 870.646 9.03581

indice de fixacao & : 0.10929

Em vista dos resultados preliminares positivos daisti a partir desses 99
isolados, decidiu-se ampliar o nimero amostral gdaisolados. Todos os resultados
permaneceram inalterados, com excec¢ao daquelemsltilizando programa Structure
2.2. Nao foi possivel estabelecer grupos de issladpartir do dendograma formado,
mas a alta variabilidade vista nos resultados ianésr manteve-se.

Dados de AMOVA permaneceram constantes com umaethsalteragcao na
porcentagem da variagao observada, sendo a maiacda ainda aquela obtida dentro
das populacbes observadas. N&o foi possivel estabeK clusters utilizando o
programa Structure nessa nova amostragem.

O programa structure é muito utilizado para anaisesstrutura de populacdes
de besouro e bactéria (Eganal., 2008; Munhoz, 2009), ndo foi possivel, porém,
encontrar na literatura nenhum trabalho relacionadoingos que pudesse ajudar a
explicar o porque de tal resultado. Uma hipétesea o fato de que, ao ampliar o

namero de isolados, gendtipos diploides fossemrdramos o que poderia interferir no
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padrdo de bandas alterando o resultado. Existemapdarmas sexuadas (dipléides) de
Trichoderma descritas e essas formas sdo raramecatradas na natureza, mas néo €
impossivel. Além disso trabalhos recentes vém dstreomdo que existem formas
dipldides deT. harzianum (Sharmaet al., 2009). Essa mistura de genotipos e erros
durante a captacdo de bandas, fato que pode aeopqigndo se trabalha com grande
namero de isolados, podem ter levado a erros qessibilitaram a obtengcdo do
namero real de clusters.

A grande variacao entre isolados do género Triamoalee desconhecida, mas
isolados haploides e diploides séo heterotalicossyem um namero de cromossomos
varidveis e tem a capacidade de trocar materiaétgen mesmo entre isolados de
espécies diferentes e entre células de um mesnamisngo (Goldmaret al., 1998).
Outro fenbmeno que acontece em individuos do génkErchoderma é a
parassexualidade (Harmahal., 1998). Todas essas caracteristicas podem explicar
grande variacdo existente nesse género incluinda dificuldade de se definir a

taxonomia.
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7

Andlise baseada em RAPD-PCR é muito eficiente psgaobservar a
variabilidade nesses organismos e para identificarcadores para identificacdo de
espécies especificas e de bons produtores de emzamizhioticos e antagonistas, mas

utilizar a técnica para reduzir o numero de indio&l em levantamentos que envolvam
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uma quantidade muito grande do organismos poderediematico. A escolha do
marcador a ser usado, por exemplo, pode levar padréo de bandas claras e de facil
interpretacdo enquanto que outra sao ambiguaso Prugblema a ser considerado trata
de equipamentos, como cubas para eletroforesegcansggam comportar a corrida de
um grande numero de amostras para minimizar ewopadrdao do deslocamento de
bandas obtidas de géis diferentes. Durante a medigditeratura somente uma trabalho
que utiliza da técnica de RAPD-PCR no screeningalados foi encontrada (Fujimori
& Okuda, 1994). Todos os outros trabalhos tratameste da avaliagdo do grau de
variabilidade existente entre esses isolados jpahtiente entre individuos da mesma
espécie (Sharmet al., 2009; Chaverri, 2003).

4.2. AMPLIFICACAO, ANALISE FILOGENETICA DO DNA RIBO SSOMICO E
IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS UTILIZANDO DNA BARCODE

Um total de 247 isolados deichoderma spp. foram utilizados para a analise da
regido espacadora transcrita interna (ITS). A egldS foi utilizada para a
identificacdo dos isolados utilizando a ferrameifitachOKey (www.isth.infg. A
amplificacdo por PCR gerou produtos variando emmatode 328bp a 791bp. A
identificacdo utilizando drichOKey so foi possivel em apenas sete delas (Tabela X)
Em todas as outras foi acusado falta de regidesriamtes denominadas ancoras para a
identificacdo (Fig.1).

A identificacdo utilizando motivos localizados reggéncia ITS1 — 5.8S rRNA
— ITS2 oferece a vantagem de ter sido desenvopod&axonomistas especializados em
Trichoderma/Hypocrea, com a intencdo de facilitar o trabalho daqueles gao
possuem conhecimento suficiente para realizarrdifb@cao correta desses induviduos
evitando assim o depdsito de sequéncias em bareaadbs publicos de isolados
identificados de forma incorreta.

A sequéncia Barcode baseada na regido ITS, criadaDpuzhininaet al.,
(2005), oferece como vantagem a identificacdo absalesses isolados, visto que em
seu banco de dados somente sequéncias corretaidentdicadas sao depositadas.
Outra facilidade importante é o fato de que é pessdentificar cerca de 95% das

espécies conhecidas deichoderma/Hypocrea e ainda discriminar novas espécies.
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Infelizmente, para que seja possivel proceder cademtificacdo, o sequenciamento
deve ser de alta qualidade, qualquer artefato claicg® ou erro de sequenciamento
impossibilita a identificacdo. A amplificacdo dagséncia ITS1 — 5.8S rRNA — ITS2
também deve ser completa. A auséncia de qualgute passas regides tambéem
impossibilita a identificagcdo. O barcode também wpéaosegue discriminar isolados
entre os complexog&oningii e rufa e ndo distingue entr&. longibrachiatum — H.
orientalis e T. tomentosum e T.cerinum.

O resultado obtido durante a identificacao inidemonstra que é necessario
realizar a padronizacdo das reacfes de sequentamara garantir a qualidade das
sequéncias e a amplificacdo de toda a regido rég@es® passo seguinte foi submeter
as sequéncias ao banco de dados BLAST. Para esaddispécie referente a sequéncia
submetida, levou-se em conta ndo somente o niemalue observado, mas também o
grau de identidade das sequéncias e a existénsigdéncias identificadas como sendo
de uma espécie diferente daquele dtjealue foi menor. Somente uma sequéncia néo
pode ser identificada utilizando o BLAST.

Essa sequéncia denominada “desconhecida”, foi didangambém ao
TrichoBLAST e o resultado permaneceu o mesmo. ApoOs atifidagdo, todas as
sequéncias foram submetidas ao alinhamento utilzse o programa ClustalX2.
Devido a problemas observados na etapa de seqummtia somente a sequéncia da
regido ITS1 e 5.8S do rRNA completa e parte dadegi S2 foram utilizadas para a
analise filogenética. Outro problema observadaafédrmacéo de trés blocos distintos
durante o alinhamento. Esses blocos ndo apresentagies alinhadas entre si, assim
sendo, o bloco dois que possuia 0 maior numersalados (198) e que parecia ter o
alinhamento mais homogéneo foi utilizado para dismélogenética e para submissao
de sequéncias no BLAST (Tabela 6).

A arvore gerada pelo método de Neighbour-joiningnde o modelo de
distancia Kimura-2-parameter (Fig. 5) mostrou quetos dos isolados podem ter sido
identificados de modo incorreto pelo BLAST. Essaliae colocou em um mesmo ramo
isolados de secOes diferentes, o que indica erideshtificacdo. Isolados identificados
comoT. viride, T. atroviride, T. koningii, T. asperellum e T. hamatum, que pertencem a
secaolrichoderma, foram agrupados junto com isoladosTdeirens, T. harzanum, T.
tomentosum e T. inhamatum que pertencem a sec¢&achybasium. Outros ramos,

mesmo sem o suporte de valores de boostrap majoees0%, como nivel de confianca
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dos nos demonstraram a juncdo de espécies quengmriea secdes diferentes e
portanto ndo poderiam ser agrupadas no mesmo agefiético . atroviride e T.
virens).

Todos os isolados identificados cdighanense, foram alocados em um mesmo
ramo e dois deles formaram um no suportado por alor de bootstrap de 97% o que
indica a correspondéncia da espécie. A espécieddbscida” foi agrupada junto com
os isolados identificados conio ghanense. O valor de bootstrap que suporta esse no
foi menor que 70%. O mesmo ocorreu com isoladok teevicompactum.

Varios ramos ligando isolados dieharzianum, T. tomentosum e T. inhamatum,
com valores de bootstrap variando de 70 a 90%andi@a possivel identificacdo correta
desses isolados devido ao alto valor de confiamssed ndés e a coincidéncia dos
isolados na secaBachybasium. Outra observacdo que se mostrou de acordo com a
literatura foi a identificacdo de ramificacGes derde grupos de isolados identificados
com T. harzianum, demonstrando ser este um complexo de linhagensfitéicas
independentes (Chaverat al., 2003). Alguns ramos suportados por valores de
bootstrap maiores que 50% demontraram também @agento de isolados da secao
Trichoderma (T. asperellum, T. hamatum, T. atroviride, T. gamsii e T. viride). Isolados
identificados comal. erinaceum ndo se agruparam e quando alocados com outras
espécies, esses nés nao foram suportados por sralerbootstrap maiores que 50%.
Esses dados confirmam dados obtidos na literawirgueé existem muitas espécies de

Trichoderma incorretamente identificadas no banco de dadogoUBLAST.
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Tabela 6. Isolados utilizados para a analise filogenétigdemtificacdo utilizando o BLAST. Além do
menor E-value, foi considerado a porcentagem de identidattee as sequéncias e a existéncia de
espécies diferentes daquelas cujo vElealue foi menor. Isolados foram selecionados @edaccom o
alinhamento.

Isolado Espécie sugerida (Blast - NCBI N° de ax&sneBank E-Value
06-05F Trichoderma ghanense EU280100.1 3e-169
12-14F Trichoderma ghanense EU280100.1 le-173
11-02F Trichoderma ghanense EU280100.1 3e-130
11-08F Trichoderma ghanense EF442075.1 3e-140
395-01F Trichoderma brevicompactum FJ610290.1 @e-17
396-01F Trichoderma brevicompactum FJ610290.1 &e-15
364-02F Desconhecido* - -
395-02F Trichoderma brevicompactum FJ610290.1 Ze-11
08-05F Trichoderma asperellum GU198317.1 8e-166
332-01F Trichoderma asperellum GU318216.1 le-178
04-02F Trichoderma asperellum GU318216.1 2e-167
08-02F Trichoderma asperellum EU021220.1 2e-177
247-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 3e-155
330-01F Trichoderma asperellum GU318216.1 6e-177
08-04F Trichoderma asperellum GU198317.1 le-179
353-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 le-174
11-11F Trichoderma asperellum GU318216.1 3e-155
328-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 3e-155
TN-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 le-159
45T-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 8e-171
482-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 8e-161
04-04F Trichoderma asperellum GU198318.1 6e-147
15-06F Trichoderma asperellum GU198317.1 6e-157
04-09F Trichoderma asperellum GU318216.1 4e-154
04-10F Trichoderma asperellum GU198318.1 le-148
364-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 3e-149
356-02F Trichoderma asperellum GU198318.1 3e-150
287-02F Trichoderma asperellum EU021220.1 2e-147
05-01F Trichoderma asperellum GU318216.1 5e-138
328-02F Trichoderma asperellum GU198318.1 2e-116
04-10-2F Trichoderma asperellum GU318216.1 8e-156
333-01-2F Trichoderma asperellum GU318216.1 3e-160
09-01F Trichoderma hamatum FJ710058.1 3e-95
333-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 5e-143
03-04F Trichoderma koningiopsis FJ442662.1 4e-154
08-06F Hypocrea koningii EF417481.1 2e-156
48-02F Trichoderma gamsii EU280129.1 le-173
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06-02F Trichoderma koningiopsis FJ442655.1 3e-165
398-02F Hypocrea koningii EF417481.1 8e-171
11-06F Trichoderma atroviride EU715691.1 le-158
19-07F Trichoderma koningiopsis FJ442655.1 2e-161
11-09F Trichoderma atroviride FJ975597.1 3e-154
40-01F Trichoderma gamsii EU280129.1 le-163
28-06F Trichoderma koningiopsis DQ379015.1 8e-166
06-03F Trichoderma atroviride EU715691.1 6e-172
17-06F Trichoderma erinaceum EU280134.1 5e-178
360-01-2F Trichoderma gamsii EU280129.1 5e-173
359-02F Trichoderma gamsii EU280129.1 5e-168
491-02F Trichoderma gamsii EU280129.1 le-174
29-04F Trichoderma atroviride FJ975598.1 le-157
02-04F Trichoderma viride GU067751.1 2e-122
40T-03F Trichoderma asperellum GU198318.1 6e-127
285-02F Trichoderma erinaceum EU280134.1 le-144
34T-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 2e-127
248-01F Trichoderma gamsii EU280129.1 2e-132
04-07F Trichoderma asperellum GU198318.1 le-129
285-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 2e-147
87-01F Trichoderma gamsii EU280129.1 3e-135
97-01F Trichoderma gamsii EU280129.1 8e-131
429-02F Trichoderma asperellum GU198318.1 2e-147
06-08F Trichoderma atroviride EU715691.1 5e-153
362-02F Trichoderma asperellum GU198318.1 2e-136
287-01F Trichoderma hamatum GQ331987.1 6e-112
336-02F Trichoderma hamatum GQ331987.1 2e-161
15T-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 2e-87
398-01F Trichoderma asperellum GU198317.1 le-36
357-01F Trichoderma erinaceum EU280134.1 2e-159
08-03F Trichoderma asperellum GU198317.1 5e-177
400-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 7e-170
06-04F Trichoderma atroviride EU715691.1 0.0
03-04-2F Trichoderma atroviride EU715691.1 0.0
551-02F Trichoderma gamsii EU280129.1 0.0
03-07F Trichoderma viride GU067751.1 0.0
320-02F Trichoderma asperellum GU198318.1 0.0
359-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 0.0
03-03F Trichoderma atroviride EU715691.1 6e-172
15-05-2F Trichoderma asperellum GU198318.1 0.0
04-08F Trichoderma asperellum GU198318.1 le-178
331-02F Trichoderma asperellum GU198318.1 0.0
337-01F Trichoderma asperellum GU318216.1 le-164
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1L-01F Trichoderma asperellum GU198318.1 0.0
326-02F Trichoderma asperellum FJ605245.1 2e-149
247-01-2F Trichoderma asperellum GU198318.1 2e-165
399-02F Trichoderma hamatum GQ331987.1 3e-164
32T-02F Trichoderma asperellum FJ004799.1 0.0
333-02F Trichoderma asperellum FJ004799.1 0.0
353-02F Trichoderma viride GQ221864.1 0.0
44-02F Trichoderma atroviride EU280111.1 0.0
55-01F Trichoderma gamsii EU280129.1 0.0
13-07F Trichoderma asperellum EU272525.1 0.0
355-01F Trichoderma asperellum FJ797513.1 0.0
483-02F Trichoderma asperellum EU280122.1 0.0
02-05F Trichoderma gamsii EU280129.1 0.0
19-03-2F Trichoderma erinaceum EU280134.1 6e-167
50-03F Trichoderma atroviride FJ975597.1 le-113
47T-01F Trichoderma erinaceum EU280134.1 le-97
04-01F Trichoderma koningiopsis FJ442648.1 2e-160
10T-03F Trichoderma asperellum GU198318.1 6e-141
02-01F Trichoderma harzianum AF443925.1 2e-141
476-02F Trichoderma tomentosum EU280072.1 6e-132
419-02F Trichoderma harzianum FJ459968.1 4e-134
484-01F Trichoderma harzianum EU280103.1 2e-141
484-01-2F Trichoderma harzianum EU280103.1 8e-136
488-02F Trichoderma harzianum EU280103.1 3e-140
12-06F Trichoderma harzianum EF442085.1 le-143
330-02F Trichoderma harzianum FJ998176.1 8e-146
475-02F Trichoderma harzianum EU280103.1 3e-145
487-02F Trichoderma harzianum EU280103.1 2e-156
481-01F Trichoderma harzianum EU280103.1 3e-140
481-02F Trichoderma harzianum EU280103.1 6e-157
21-02F Trichoderma harzianum GQ426039.1 7e-132
489-02F Trichoderma harzianum FJ998177.1 2e-147
25-02F Trichoderma harzianum EF442085.1 2e-146
494-01F Trichoderma harzianum FJ442672.1 5e-138
617-01F Trichoderma harzianum FJ361038.1 5e-153
29-12F Trichoderma tomentosum EU280083.1 6e-152
454-02F Trichoderma tomentosum EU280081.1 4e-164
26-03F Trichoderma harzianum FJ442274.1 le-148
6T-01F Trichoderma harzianum AF443919.1 5e-158
29-15F Trichoderma harzianum FJ459971.1 6e-162
5T-01F Trichoderma harzianum FJ459971.1 2e-162
430-01F Trichoderma harzianum FJ442672.1 2e-126
418-02F Trichoderma harzianum FJ442672.1 2e-126
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420-01F Trichoderma harzianum FJ442663.1 4e-139
29-12-2F Trichoderma tomentosum EU280083.1 5e-128
476-01F Trichoderma harzianum EF442082.1 8e-136
04-03-2F Trichoderma tomentosum EU280083.1 7e-102
05-03F Trichoderma harzianum FJ998176.1 5e-108
15-05F Trichoderma harzianum FJ442681.1 3e-120
468-02F Trichoderma tomentosum FJ412064.1 2e-68
486-01F Trichoderma harzianum FJ442252.1 2e-101
330-02-2F Trichoderma harzianum AB374280.1 4e-65
05-02F Trichoderma harzianum FJ998176.1 le-148
454-01F Trichoderma harzianum EU280103.1 le-164
05-09F Trichoderma harzianum EU589151.1 le-158
26-05F Trichoderma harzianum AY605752.1 6e-167
26-06F Trichoderma inhamatum AM888373.1 le-153
100T-01F Trichoderma harzianum FJ442663.1 8e-166
480-01F Trichoderma harzianum FJ442672.1 2e-152
421-01F Trichoderma tomentosum EU280081.1 2e-157
475-01F Trichoderma harzianum FJ442631.1 2e-156
12-04F Trichoderma harzianum FJ998176.1 9e-160
75-02F Trichoderma harzianum FJ442665.1 le-154
567-01F Trichoderma virens FJ908742.1 2e-171
29-05F Trichoderma inhamatum AM888373.1 8e-155
26-04F Trichoderma harzianum FJ998176.1 0.0
479-02F Trichoderma harzianum FJ442252.1 0.0
327-02F Trichoderma harzianum FJ537124.1 0.0
490-02F Trichoderma harzianum EU280103.1 0.0
616-02F Trichoderma harzianum EF442085.1 de-167
327-02-3F Trichoderma harzianum FJ412025.1 0.0
327-02-2F Trichoderma harzianum EU744191.1 0.0
46-05F Trichoderma inhamatum AF455502.1 0.0
17-07F Trichoderma harzianum EF392739.1 0.0
48-01F Trichoderma harzianum EU871021.1 0.0
45-01F Trichoderma tomentosum FJ412065.1 0.0
29-11-2F Trichoderma tomentosum EU280072.1 0.0
13-11F Trichoderma harzianum EU280078.1 0.0
57-01F Trichoderma harzianum AY605745.1 0.0
348-01-3F Trichoderma harzianum EU280078.1 0.0
27-04F Trichoderma harzianum EU280078.1 0.0
45-01-2F Trichoderma tomentosum EU280072.1 0.0
456-01F Trichoderma harzianum FJ998176.1 0.0
29-03F Trichoderma harzianum AF275330.1 0.0
20-02F Trichoderma harzianum FJ884177.1 0.0
397-01F Trichoderma harzianum FJ998176.1 7e-171
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05-06F Trichoderma harzianum FJ998177.1 4e-152
21-02-2F Trichoderma harzianum EU280078.1 0.0
26-02F Trichoderma harzianum GU266272.1 0.0
616-04F Trichoderma harzianum FJ442674.1 2e-176
348-01-2F Trichoderma harzianum FJ998176.1 0.0
447-01F Trichoderma harzianum FJ998176.1 le-179
15-09F Trichoderma harzianum EU280077.1 0.0
21-01F Trichoderma harzianum FJ998176.1 4e-164
348-01F Trichoderma harzianum FJ442631.1 le-159
492-02F Trichoderma harzianum FJ442252.1 3e-174
479-01F Trichoderma harzianum EU280103.1 le-178
483-01F Trichoderma harzianum EU280103.1 0.0
495-01F Trichoderma tomentosum EU280081.1 3e-165
498-02F Trichoderma tomentosum EU280081.1 0.0
291-02F Trichoderma tomentosum EU280072.1 0.0
418-01F Trichoderma tomentosum EU280083.1 2e-155
05-04-2F Trichoderma harzianum FJ442640.1 le-174
480-02F Trichoderma harzianum FJ884177.1 4e-178
05-05F Trichoderma inhamatum AM888373.1 2e-172
12-09F Trichoderma harzianum FJ998176.1 0.0
489-01F Trichoderma tomentosum EU280083.1 le-178
3T-02F Trichoderma harzianum EF442082.1 0.0
75-02-2F Trichoderma harzianum FJ442665.1 0.0
12-12F Trichoderma harzianum FJ998176.1 2e-176
13-19F Trichoderma harzianum FJ998176.1 0.0
6T-01-2F Trichoderma harzianum EF442085.1 le-157
05-04F Trichoderma inhamatum AJB49892.1 4e-101
05-07F Trichoderma harzianum FJ998176.1 7e-155
52T-01F Trichoderma harzianum FJ998176.1 8e-150
301-01F Trichoderma virens GU365897.1 2e-52
401-02F Trichoderma atroviride AF057601.1 6e-53
41-02F Trichoderma virens GQ495269.1 2e-52

*

trabalho.

. Isolado denominado “Desconhecido”, por que r@igbssivel a identificacdo em nenhum dos bancaides utilizados neste



Fig 5. Arvore gerada pelo método de Weighborjeining sem valores de bootstrap. O nimero

doisolado fo1 substituido pela provavel espécie. Continua...
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Fig. 5. Arvore gerada pele metodo de Meighbor-joining sem valores de bootstrap, O nlunero
doisolade fo1 substituido pela provavel especie. Continua...
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Fiz. 5. Arvore gerada pelo metodo de Meighbor-jeining sem valores de bootstrap. O nlmero

doizolade foi substituideo pela provavel espécie. Continua..
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Fig. 5. Arvore gerada pelo método de Meighbor-joining sem valores de bootstrap. O numero

doisolado for substituido pela provavel especie. Continua...
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Fig. 5. Arvore gerada pelo método de Neighbor-joining sem valores de bootstrap, O nimero
doisolado ol substituide pela provavel espénie. Continua...
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Fig. 5. Arvore gerada pele metodo de Meighbor-joining sem valores de bootstrap. O nimero
do isolade foi substituido pela provével espécie. * indica isolade que ndo pode er
identificado. Continua
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Fig. 5. Arvore gerada pelo método de Meighbor-joining sem valores de bootstrap, O namero
doisclado foi substituide pela provavel espéoie Continua
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Fie. 5. Aryore gerada pelo método de Neighbor-joining sem valores de bootstrap. O nimero

doisolado foi substituido pela provavel espécie
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5. CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho demonstram a idm#ssde se buscar cada
vez mais por metodologias que possibilitem a rajpigetificacdo de isolados para
permitir sua utilizacdo em biotecnologias que pwosdaeneficiar efetivamente a
populacao.

Dentre as novas ferramentas moleculares desenas|vid utilizacdo de
marcadores do tipo RAPD, marcadores filogenéticamagcadores que permitam a
criacdo de sequéncias que possam ser utilizadae bancodes estdo entre as mais
utilizadas. Todavia, a realizacdo de analises @endlo um grande nimero de amostras
pode se tornar problematica e deve ser feita cadada. Essas analises necessitam de
muito tempo e requerem pessoal especializado reagéio de ferramentas de
bioinformética. O grau de complexidade das anatisede a aumentar ainda mais se as
relacdes filogenéticas e taxonbmicas entre os mg@s estudados ndo forem bem
estabelecidas, como ocorre com individuos do gémehoderma. Para amenizar
esses problemas, o screening de isolados que anvalin grande nimero de amostras
deve ser direcionado primeiro na busca das carstitas fenoticas desejadas e somente
apos obtido resultados desejados proceder com lsearpfara a identificagdo dos
isolados de interesse. Esse trabalho inicial dimama a chance de erro e facilitaria a
realizacdo das analises filogenéticas, que auxili@nidentificacdo correta desses

isolados por estabelecer as relacdes entre eles.
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