UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA

CARACTERIZACAO MOLECULAR, FILOGENETICA E

ENZIMATICA DE ISOLADOS DE Trichodermaspp.

FABYANO ALVARES CARDOSO LOPES

GOIANIA

2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA

CARACTERIZACAO MOLECULAR, FILOGENETICA E

ENZIMATICA DE ISOLADOS DE Trichodermaspp.

Dissertacdo apresentada ao programa de pos-
graduagédo em Biologia do Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal de Goias por
Fabyano Alvares Cardoso Lopes para obtencao
do grau de mestre em Biologia. Area de

concentracdo Biologia Celular e Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Cirano José Ulhoa

GOIANIA

2012



BANCA EXAMINADORA

Titulares:

Prof. Dr. Cirano José Ulhoa (Orientador) — Institutde Ciéncias Bioldgicas /

Universidade Federal de Goias.

Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho — Esa#aAgronomia / Universidade

Federal de Goias.

Dr. Murilo Lobo Junior — Empresa Brasileira de Pessp Agropecuaria (EMBRAPA) /

Arroz e Feijao.

Suplente:

Prof.Dr2. Valdirene Neves Monteiro - Universidade EstadiealGoids / UNUCET



"With great power there must come great respongbil

Stan Lee



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, quero agradecer a todos de uma fogeel que me ajudaram a
chegar onde estou. Desde a zeladora da escola mpaguentei na 1° fase do Ensino
Fundamental até o motorista de 6nibus da linha IPSa A — Campus), todos que me
ajudaram, de certa forma, me conduzindo onde chethgependente do grau de escolaridade
das pessoas todas tem algo para ensinar, espeaptendido um pouquinho com cada um que

encontrei nessa jornada que realizei até aqui.

Agradeco a minha familia, tdo amada, tdo carinhdS@ amiga, tdo paciente, tao...
Poderia ficar paginas e paginas detalhando o queégorepresentam para mim. Meu pai,
Wanderlei, aquele que sempre quer estar interadogne eu estou fazendo, aquele que
comemorou comigo quando aquela bendita arvore d@gtocaquele que me levou e buscou
inUmeras vezes no ICB II, sem reclamar um seguquesar de andar feito uma “lesma”, rs!
Eu te amo pai! Minha mae, Silvinha “Pops”, linda lner, uma das mais belas pessoas que
conheco, ndo é porque é minha méde! Quem a contaa que estou falando a absoluta
verdade... Sempre me ajudou com tudo que eu peekaade algumas vezes reclamar (Acho
que puxei isso dela!), consultas com os médicoslidica onde ela trabalha, remédios para
dor de garganta, xarope para tosse e o principatjue cura todas as doencgas, me deu amor
incondicional... Eu te amo minha “velha” Meu irmaBrunno, pessoa maravilhosa e chata,
legal e enjoada ao extremo, agradeco tudo o qugpdezmim nesse tempo do mestrado, ou
melhor, na vida, agradeco até mesmo quando voeéalimz na minha cara em plena 2 horas
da madrugada. Eu te amo “Gordim”. Minha nova amiggue aos poucos esta se
transformando em irm@a, Lali, que mudou meu irmampaelhor, rs, que proporciana tanta

felicidade a ele. Isso € o que me deixa mais feliz.

Agradeco uma garota que me ajudou um pouquinhsanemminhada, ela me
acompanhou desde o meu primeiro vestibular, meuranaeursinho, meu primeiro ano na
UEG, meus quatro anos na UFG e esses dois anossgado. Sinceramente eu ndo sei o que
seria de mim sem a presenca dessa mulher ao meulladnte esses 8 anos. Amanda Rafaela
Rodrigues, menina que amo tanto, ndo ha como eibugto que vocé fez por mim por todo
esse periodo. Vocé foi tudo, secretaria, baba,0psi@, amiga, colega de laboratério (apesar
de esse ultimo resultar em alguns conflitos), enédra, contabilista. Vocé foi, é, sera a minha

vida, ou melhor, a “biduca” da minha vida. Eu te am obrigado!



Agradeco meus avbs e avos (Silvio & Divina e Hdi€olecivalda), por estarem
sempre comigo nessa caminhada, fornecendo aquédecomn leite, aquele almogo esperto,
aquele p&o com 2 ovos e, principalmente, carinlscorapreensdo por estar um pouco distante

nesse periodo do mestrado.

Agradeco aos meus parentes por parte de pai, mMhadrinha Rosangela, Gerson,
Jennifer, Julyelle, Gabriel “O Pequeno”, Tia Meir§ledes, pessoas que estavam presentes
sempre quando podiam, se reunindo aos domingos, pnogorcionando momentos

maravilhosos.

Agradeco aos meus parentes por parte de mae,ilVian8 (que sempre fica na janela
quando eu chego), ao meu “rei” Cristiano, a Seffip Luiz, o Tio “mais liso do Brasil” Tido,

Mary, a Bin-Bin Larissa, amo todos vocés!

Agradeco a familia que me adotou como filho, pESsgue nem se eu quisesse
consegueria expressar toda a minha gratiddo pos,edaNilce, linda e jovial (n&o acredite no
que Amanda fala!), Mauro, pessoa que sempre pudiaic(sd nao posso falar bem do PT para
ele, rs!), minha irma Aline (sempre presente comsaas célebres frases), Paulo (sempre
corrido, mas sempre com tempo para bater um PESIBA), Tia Nilceia (Coisinha de Jesus...

rs) e o Coracéo, Gildon ou Brener menino entojade gmo tanto.

Agradeco toda a equipe do laboratério de Enzimialpgessoas que convivi boa parte
do tempo. Nesse ambiente sei que cultivei varidsgas. Quero agradecer em especial
algumas pessoas que se tornaram verdadeiros amigaselo Ralmada,-Salarndrei, Saulo
Miguel, Vanessinha, JR-medpupiMari, Sussu, Cris, Amanda Araujo, Thiago e JanvesvB.

Agradeco ao Prof. Dr. Cirano José Ulhoa por temfiado em um rapaz barbudo,
cabeludo e com cara de doido. Agradeco também @oraguentado nesses quatro anos a
minha redundancia (estou tentando melhorar, rs& minha afobacdo. Espero ter me tornado
um décimo do que vocé é profissionalmente, poi€ &@mpre sera meu modelo de

Pesquisador, cordial e justo.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...t e e ennens 9
LISTA DE TABELAS ...t et 11
RESUMO .ttt e e ettt e e e et e e b e e e e e e ean e e e 13
1. INTRODUGAO .......oiuiiiieetceeteeeete ettt es et s et se e ssneaesesaeseesenas 14
1.1, CENANIO @IUAL ..ottt e e e e e e 14
1.2.RIZOCONIA SOIANI........eiiiiiiiiiiiie e 15
1.3, GENEIGrUSAITUM....ciiiiiiiiiiei ettt e e e s e e e e s e e e e e e e 17
1.4.Sclerotinia SCIerotiorUML..........uuviiiiiiiiieii e 19
1.5. Agente de controle biolégico: géndimichoderma.............cceeevvvvveeveivvvinnnnnnnnn. 20
1.6. Classificacdo do génefoichoderma..........ccccovvieeeeeiiiiiieeeeiii 24
1.6. ENZIMas hidrolitiCas..........c.vvviiiieeeeee e 26
1.6.1. Enzimas decompositoras de parede celular...............ccoevvvvvviviiinnnnnnnnnn. 26
1.6.2.B-0lICOSIHASES .....eeveiieiiiiiiiiiieeee ettt 28
1.6.3. FOSTALASES ......uuiiiiiiiiiiiiiii ettt 28
2. OBJIETIVOS ...ttt e ettt e e e e e e e e e e e ra s 29
2.1. ODJELIVOS QEIAIS ....cceieiiiiiiiiiiiiiiiiaaa ettt e e e e e e aaaeeeeaeeeaeeeees 29
2.2. ODbjetivoSs ESPECITICOS ...ciiiiiiiiiiitieeeeemre ettt e e e e e e e 29
3. MATERIAIS E METODOS........cvoteiteeeeiecemeee et ee st eteeaes s sve e st eeeneeneas 30
3.1. Microrganismo e condiCa0 de CUUIa....cceeeeeiiiiiieeeiiiccc e 30
3.2. Extracao de DNA, amplificacdo do rDNA e seuemento.............cccceevvvvnnnns 30

3.3. Identificacdo de isolados TEChOderma..........ccccevvevviiiiiiiiiii e, 31



3.4. Andlise filogenética das espéciesidehoderma...........cccoeeevveeeeiiiiiiiiiiiiiinnnnns 31

3.5. ProduGan de ENZIMAS...........ceeeves e sennnssaaseeeaeaeaassssesssssssnsnnnnnnsssnsnnns 32
3.6. Ensaios enziméaticos e concentragdo de prateina...........ccccceeeviiiiieeeeeennns 33
4. ReSUItAd0S € AISCUSSEO .....ccoeeiiiiiriiiiiee ettt e e e e e e e e e e 34
4.1. Identificacdo molecular e andlise filogenétiCa.............ccceeevviiiiiiiiiiiniiiienn. 34
4.2. Correlagdo de Pearson entre atividades egjaecife enzimas hidroliticas....... 40
4.2. Atividades das enzimas hidroliticas em pres@ecfitopatdgenos .................... 44
4.2. 1. NAGASE ....coetiiieeeeeee ettt eee 45
4.2.2. FOSTAtase ACIHA .........coveeiiiiiieeeeeee e 47
e T o | [0 ] o = ] = P 49
4.2.4.0-1,3-glICANASE ......ccceeeiieieeeeeeitrr e 51
4.2.5. ProtBaASES .....uuiiiiii ittt 53
5. CONCLUSOES ...ttt seee sttt 56
6. PERSPECTIVAS ... oot e et e e e e e nmma e e e aeees 57
7. CONSIDERAQC)ES FINAIS e 58
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coviveitececeeemeeeees et 59
AN E X O S ettt e e e et a e e e e nnra e aaane 69

Anexo 1. ldentificacdo, local de coleta e cultura drigem dos isolados de

TrichodermautiliZadOS. ........oooeiiiiiii e 69
Anexo 2. Artigo formatado para a revista Fungal@1g...............ccccceeeevieeinniennnnnen. 73

Anexo 3. Artigo publicado na Journal of Microbiologl Methods........................ 104



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Isolado dRhizoctonia solancrescido em meio MYG. ..........ccoovvviveeenee. 16

Figura 2 - Isolados dEusarium solania esquerda, Eusarium oxysporumg direita,

CreSCIdO €M MEIO MY G ..o e e e e eee e aas 18

Figura 3 - Isolado dé&clerotinia sclerotioruncrescido em meio MYG. A estrutura

apontada pela seta vermelha é 0 escler0diQ.......c..coovvvveeeiiiiiiiiiiiiiee e, 19

Figura 4 — Diferentes isolados deichoderma.A — T. harzianumALL-42; B —T.
asperellumT-00; C —T. tomentosum29/11; D -T. koningiopsis11/06; E —
Trichoderma sppl1/09; F —T. erinaceun19/03; G -T. ghanensd1/02; H —T. virens
301/01; I =T. hamatun898/01; J . brevicompacturB5/01..............cceeevviireiiriirnnnnnns 22

Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura gioamicoparasitica de. harzianum
sobreR. solani A, B, C e D correspondem a interacdo entre dadss deT. harzianum
ALL-23, ALL-40, ALL-41 e ALL-44 e o isolado deR. solani CNPAF-03,
respectivamente (LIMA, 2002). Bar = 10 M. . occceeeiiiiiiieee e eeeeeeeeeeeeeeeveean s 23

Figura 6 — Esquema da regido do rDNA contendo IBS,1, 5.8S, ITS2 e 28S e a
localizacdo dos primers utilizados para amplificifierentes partes para inferéncia
filogenética e identificacdo. As regides que tramsm 0s rRNAs sdo altamente
conservadas, enquanto as regides espacadorasadseritos de rRNA sdo variaveis
(CLARRIDGE, 2004). ... utttiieiiiiiiiiiee e s ieeeee ettt e e e e s enteeeeeaesaasnnbeeeeee e s snnneeeeennnneees 25

Figura 7 - Esquema da regido do gégfé e a localizacdo dos primers utilizados para
amplificar diferentes partes para inferéncia filoggca (DRUZHININA & KUBICEK,
20005, . ————— et e e eeeeeeeeeeeeet e e aaaeeeetaa— 25

Figura 8 — Estrutura da parede celular de fungoNWMIBIRO, 2008). ..........cccvvvvvvnnnns 27

Figura 9 — Percentual da quantidade de isoladasada espécie derichoderma(N =
0[O =T ] F= o [0 1) RSP TURRUPPPRTPTPRPRPIN 36

Figura 10 - Arvore filogenética consenso de 49.@0%ores obtidas por andlise

bayesiana a partir da regido do rDNA nuclear, IBRS-ITS2, com o0 modelo GTR +



G. Os numeros sobre os bracgos indicam as probathéga posteriori(pp). Cada secéo

esta delimitada por uma linha. A linha vermelhaesenta a linhagem Unica. ............ 37

Figura 11 - Arvore filogenética consenso de 49.ZQores obtidas por andlise
bayesiana a partir da sequénciaefé com o modelo GTR + G + |. Os niUmeros sobre
os bracos indicam as probabilidadeposteriori (pp). Cada clado esta delimitado por
uma linha. A marcacédo em vermelho indicada o agngp&o formado com os isolados
desconhecidos. Isolados da se¢do Longibrachiattamf@adicionados na andlise para

ENTAUZAT @ GIVOIC. ..o et e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e enaaens 39

Figura 12 - Atividade especifica de NAGase (U’nde isolados d@richodermaem
presenca de parede celular dos fitopatégénasxysporum, F. solani, R. solaaiS

LYo (<1 (0] (0] £ U1 4 P RRST 46

Figura 13 - Atividade especifica de Fosfatase Aaddamg’) de isolados de
Trichodermaem presenca de parede ceular dos fitopatogenosysporum, F. solani,

R. SOlANIE S. SCIEIOtIOINUM . .. e e eeens 48

Figura 14 - Atividade especifica @eglicosidase (U.mg) de isolados d@richoderma
em presenca de parede celular dos fitopatogenosysporum, F. solani, R. solaai.

LYol (<1 (0] 1T01 £ U0 n TR 50

Figura 15 - Atividade especifica dB-1,3-glicanase (U.md de isolados de
Trichodermaem presenca de parede celular dos fitopatégenogysporum, F. solani,

R. SOIANIE S, SCIEIOTIONUM ... e e 52

Figura 16 - Atividades especificas de Proteaseaaaiutra e basica (U.f)de
isolados de Trichoderma em presenca de parede celular dos fitopatogdnos
oxysporum, F. solani, R. sola@B. sclerotiorum.............cccoiiiiiiiii e, 55



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Lista de espécies @ieachodermaencontradas por meio das ferramentas
moleculares (TrichOkey e TrichoBLAST) e analiseodiénética por meio de

AProXimacCao DAYESIANA. ...........cuvuvruurmmmmmmme e e e eeeee e et s e e e e e e e e enaanaaeeeaaaaeeeees 35

Tabela 2 - Correlagdo entre enzimas hidroliticaspeesenca de parede celularkle

oxysporumOs valores acima da diagonal principal séo oslyegae os valores abaixo
sao os coeficientes de Pearson (r). Resultadosvd&ig significativos foram marcados
em vermelho. Resultados de r significativos foraifados em negrito. ............ccceen... 41

Tabela 3 — Correlacdo entre enzimas hidroliticagpezsenca de micélio de solani.
Os valores acima da diagonal principal sdo os pegle os valores abaixo sdo 0s
coeficientes de Pearson (r). Resultados de p-\&fy&ficativos foram marcados em

vermelho. Resultados de r significativos foramagtds em negrito. ...............cceeeeeeeeee 41

Tabela 4 - Correlagdo entre enzimas hidroliticaspessenca de micélio dg. solani.
Os valores acima da diagonal principal sdo os pegle os valores abaixo sdo 0s
coeficientes de Pearson (r). Resultados de p-\syrgficativos foram marcados em

vermelho. Resultados de r significativos foramagtdfs em negrito. .............ccceevveveeees 42

Tabela 5 - Correlagdo entre enzimas hidroliticas mesenca de micélio d8.

sclerotiorum.Os valores acima da diagonal principal sdo os pegale os valores
abaixo sdo os coeficientes de Pearson (r). Ressltdd p-value significativos foram
marcados em vermelho. Resultados de r significatieeam grifados em negrito. ...... 43

Tabela 6 - Atividade especifica de enzimas hidoalst (U.mg) provenientes de
espécies dérichodermapor cada parede celular estudada. ........commneeeeeennnnn...... 44

Tabela 7 - As maiores atividades especificas de &&Grovenientes dgichoderma
das quatro inducbes (FO E oxysporumFS =F. solani,RS =R. solanj SS =S.

ST [T 0 1[0 (1 . a7

Tabela 8 - As maiores atividades especificas ddates® acida provenientes de
Trichodermadas quatro inducdes (FOF oxysporumFS =F. solanj RS =R. solanj
SS =S, SCIEIOtIOTUN ... e e e e e e 49

11



Tabela 9 - As maiores atividades especificas peglicosidase provenientes de
Trichodermadas quatro indugdes (FOF= oxysporumFS =F. solani RS =R. solanj
SS =S, SCIEIOtIOTUN ... e e e e e e 51

Tabela 10 - As maiores atividades especificasp-dg3-glicanase provenientes de
Trichodermadas quatro inducdes (FOF oxysporumFS =F. solanj RS =R. solanj
S ST T o (=1 (01T ] 1 S 53

Tabela 11 - Atividades especificas de ProteaseaAcidutra e basica (U.my por
parede celular de cada fitopatogere. oxysporum, F. solani, R. solaré S.

Yol (=] o) (] £ U [ o o TR 54

Tabela 12 - As maiores atividades especificas dt¢ease basica provenientes de
Trichodermadas quatro indugdes (FOF= oxysporumFS =F. solani RS =R. solanj
S ST T o (=] (0 1T ] 1 S 56



RESUMO

Devido aos efeitos danosos causados ao meio angb&tprocura por métodos mais
eficientes, o uso de agrodefensivos vem sendo giaéuate substituido pelo uso de
agentes de controle bioldgico. A utilizacdo do géfdeichodermatem sido satisfatoria

no controle de varios fitopatbgenos em diversagu@adg agricolas por meio da
competicdo por nutrientes, producdo de antibiéted® micoparasitismo. Esse género
possui sua taxonomia bastante discutida, porémacadvento de técnicas moleculares
0 problema da identificacdo da espécie do isolatiedado vem sendo resolvido. Os
objetivos desse trabalho foram identificar isolade3richodermaspp. provenientes de
diversas espécies cultivadas, além de visualizaelagdes filogenéticas, e realizar a
avaliacdo da atividade especifica de enzimas liiidad frente aos fitopatdgenos
Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Rhizoctonigrsioe Sclerotinia sclerotiorum
Dentro os 100 isolados, 96 isolados foram iderdfisa sendo 43 isolados da espdcie
harzianum 33 isolados dé&. asperellum6 isolados d&. tomentosunb isolados dd.
koningiopsis 4 isolados dd. erinaceum?2 isolados d&. ghanensel isolado deT.
virens 1 isolado d&. brevicompacture 1 isolado d&. hamatumQuatro isolados néo
foram identificados por nenhuma ferramenta molecolapor analise filogenética. No
estudo feito com as enzimas &moxysporumtodas as correlacbes apresentadas entre
as atividades especificas sao significativas, passualores elevados de coeficiente de
Pearson e positivos. Ef. solani, os resultados foram bastante semelhantes aos
encontrados enk. oxysporum.Na indu¢cdo com parede celular Be solanj foram
observadas correlagdes entre enzimas que desempeabpal fundamental no processo
de micoparasitismo. ErB. sclerotiorumforam observadas correlagdes entre enzimas
envolvidas no processo de micoparasitismo. Osdssld. asperellum356/01, que
obteve destaque em todas as enzimas estudadagede pealular d&. oxysporumT.
asperellum40T/03 eT. harzianum100T/01, se destacando em praticamente todas as
enzimas ent. solani Trichodermaspp.55/03, que apresentou as maiores atividades
em Fosfatase acida e Proteases em parede cellRarsdéan] e o isoladdl. erinaceum
17/06, possuindo atividades expressivas em NAGasgaredes celulares Besolani

e R. solanie emp-1,3-glicanase na parede celularRlesolanj sdo alguns organismos
gue possuem um grande potencial para um futurobistecnolégico. Todos esses
resultados levantados propiciam um melhor entendiopnedo mecanismo de

micoparasitismo do génefaichodermafrente a fitopatdgenos de grande importancia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cenério atual

Pragas que devastam culturas agricolas sempre faram das maiores
preocupacdes do homem, sejam elas por microorgagsjstomo fungos ou bactérias,
ou por insetos ou nematddeos. Com a necessidaghéndaizar essas perdas causadas
por essas pragas, a utilizacdo de varios agrodedsnfoi a saida encontrada para

controlar o prejuizo causado.

A aplicacéo direta de agrodefensivos, como fungiicem plantas infectadas
por uma determinada praga pode ser altamente rdgBicialém de ser uma medida com
uma resposta relativamente rapida (HIDE & CAYLE¥®82). Porém esses produtos
podem ndo ter uma acdo efetiva contra um indculn estruturas de resisténcia,
chamadas de esclerddios no solo, principalmentessdo estiver com um alto nivel de
infestacdo (BREWER & LARKIN, 2005; SILVEIRAt al, 2003; TSROR & PERETZ-
ALON, 2005). Existem casos em que mesmo a aplicdedangicida acompanhada de
uma limpeza fitossanitaria ndo € capaz de erradicgsatdgeno na cultura-alvo
(KUNIEDA-ALONSO et al, 2005).

A perda anual de safras no globo, devido a doecwasadas por fungos pré e
pos-colheita é superior a 200 bilhdes de eurosestemos EUA gastam mais de 600
milhdes de ddlares anualmente com fungicidas (AR@RAl, 2004), como exemplo.
A fusariose causada pelo fungasarium graminearung@ a principal doenca do trigo e
resulta em severas perdas em varias areas da €moaul do Brasil (PANISSOBMst
al., 2003; LUZ et al. 2003; JIANXIN et al; 2007). O uso continuo do fungicida
benzimidazol causou uma aparente resisténcia maegiens d€&. graminearume essa
populacao resistente pode se tornar dominante (BtAdil,2007). Portanto, a utilizag&o
de agrodefensivos pode promover uma “selecao catifinvoluntaria”, propicia o
surgimento de uma populacédo ou, até mesmo, de omanidade resistente a varios
tipos de agrodefensivos, o que eleva o grau deutlithde no combate as diversas

pragas.
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Além disso, os agrodefensivos causam diversos darggmraveis a natureza,
pois eles ndo sdo apenas toxicos para 0s insetogreorganismos causadores de
problemas, mas também para 0 meio ambiente de fgenad, interferindo diretamente
no equilibrio da comunidade local, e toxicos paaeres humanos (KOGAN, 1998).
Assim, o controle dos fitopatdgenos é o maior dess agricultura (LIS®t al, 1985;
ALFENAS et al, 2004; KUNEIDA-ALONSOet al.,2005).

MONTE et al. (2001) relatam a necessidade de métodos que eomsigduzir
perdas, que podem atingir até 100% da producaolaeouras de feijdoRhaseolus
vulgaris) causadas por fungos fitopatogenos de solo, c&h@octonia solani

Fusarium solaniFusarium oxysporura Sclerotinia sclerotiorum

1.2.Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solan{teleomorfo: Thanatephorus cucume)yi® uma espécie de
fungo fitopatdégeno que possui distribuicdo em eswaindial (Figura 1), ataca diversas
culturas, como repolho, couve-flor, batata, peptabaco, erva-mate, feijao e eucalipto
(CHET, 1987; KUNEIDA-ALONSOet al., 2005; POLETTOet al, 2007) causando
nessas o aparecimento de cancros na superficiaude, enanchas negras e podridao
radicular (BANVILLE et al, 1996). Sao fungos sapréfitas que podem viverfeoha

de micélio ou esclerddio.

A infeccdo de culturas pdR. solanipode ser feita por meio do contato com
propagulos ou esclerodios levados pela agua oartieydas de solo infectado dispersas
pelo vento (ALFENASet al, 2004). A grande variedade de espécies de plaatmzes
de infectar aliada ao grande potencial patogérizacdm que a espédre solanitenha
um papel de extrema importancia na agriculturaseguentemente, se tornando alvo de

diversos estudos.
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Figura 1 - Isolado deRhizoctonia solanicrescido em meio MYG.

Esse fungo foi descrito pela primeira vez pelo toigista suico A. P. De
Candolle em 1815. Porém, somente anos mais taske faggo obteve um maior
destaque. Julius Kihn, em 1958, estudando doemgalsatatas verificou a presenca
desse fungo em areas afetadas pela doenca, relaliaara breve descricdo morfoldgica
desse fitopatdgeno (PARMERTER & WHITNEY, 1970).

Anos mais tarde, com o intuito de minimizar o eteoidentificacdo que ocorria
com outras espécies de fungos, devido a uma dasamgito superficial realizada por
Kihn, uma nova descricdo de. solani foi realizada por DUGGAR (1915) e,
tardiamente, por PARMERTERt al (1967). Porém, mesmo com um maior nivel de
detalhamento sobre as caracteristicas morfologatada néo foi possivel realizar uma
separacdo bem delimitada desse género, por amesmamacteristicas semelhantes a

outros géneros de fungo.

Com o advento de técnicas moleculares, a espéc@ifacterizada através de
analise da regido ITS1-5,8S-ITS2 e categorizadd4subgrupos chamados gieipos
anastomose$AGs). Cada AG possui caracteristicas especificagio sintomas que
causa a planta hospedeira e a familia de plantasnfecta (SHARONet al, 2008;
PANNECOUCQUE & HOFTE, 2009). Entre os subgrupofdeolanj o AG-1 possui

destaque no cenario nacional.

O subgrupo AG-1 d®. solaniesta vinculado a doencgas causadas as familias de
plantas Fabaceae e Poaceae, ambas familias cowlegdraportancia na agricultura

brasileira (CIAMPI et al, 2005). Dependendo do hospedeiro, os isoladosedess
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subgrupo possuem uma forma predominante de infe@#ando atuam sobre membros
da familia Poaceaea, a infeccdo se d4, predomimante, através de estruturas geradas
de reproducdo assexuada, como esclerddios e ptopagnquanto sobre membros da
familia Fabaceae, como a soja e o feijdo, acrasditgue a infeccdo se da na sua forma
sexuada,T. cucumeris que € bastante frequente nas areas infestad&EQ € al,
1989; NAITO, 2006; FENILLEet al, 2003).

1.3. GéneroFusarium

Os fungos do génereusarium também conhecidos coniNectria e Gibberella
(formas teleomorfas), possuem uma distribuicdoad/girevalecendo em regides mais
proximas dos tropicos, estando presentes tantoodws sultivaveis quanto em solos
nao-cultivaveis. Os componentes desse género poslem ndo-patogénicos ou
patogénicos, sendo que ambos sao colonizadorésodéera (GORDON & MARTYN,
1997). Podem persistir por varios anos no solo sstar associados a algum

hospedeiro, vivendo saprofiticamente.

A sua grande capacidade patogénica € bastante cidahe estudada. Esse
sucesso esta relacionado as inUmeras estratégiafedgio que esse géndrosarium
possui (DESJARDINS, 2003; GOSWAMI & KISTLER, 200&sse género tem em seu
histérico ataques a diversas culturas de grandwémetia econdmica, como tomate,
banana, pimenta, berinjela, feijdo, girassol, trignlho (AVRDC, 2005; NTG, 2006;
BETTIOL & MORANDI, 2009; ARA et al; 1996; TOLEDO-SOUZAet al., 2009;
LOGRIECOet al.,2007; PERALDIet al, 201] e, mais recentemente, ao organismo
modeloArabidopsis thaliangMICHIELSE & REP, 2009). Relatos de incidéncia isob
humanos também foram descritos, sendo causadomscdses oportunistas (DAt
al., 2009).

Uma das estratégias do généusariumpara a colonizacdo do hospedeiro é a
producdo de uma grande variedade de metabdlitasmd@cos toxicos e bioativos,
como fumonisinas, beauvericina, eniatinas, fus#dprsla, acido fusarico, fusarinas,
acido giberélico, moniliformina e deoxinivalenol.eflire as toxinas destacadas, as

fumonisinas sdo as mais perigosas, pois elas indumé@meras micotoxicoses. Ha
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relatos da ocorréncia de cancer em experimentosrgedores e de cancer de eséfago

em humanos apés o consumo de fumonisina (DESJARDIN).

Figura 2 - Isolados deFusarium solanj a esquerda, d-usarium oxysporuma direita, crescido em meio MYG.

As espéciedrusarium solani(teleomorfo: Nectria hematococgae Fusarium
oxysporunsao causadoras das doencas podridao radicularahanem plantas (Figura
2). Em estégio inicial, acontece o amarelecimemtdothagem e o murchamento das
folhas, seguido do amarelecimento do caule. Ap&® estagio inicial, as folhas
adquirem uma coloracdo mais escura se ressecamio,as raizes superficiais quanto

as profundas se apodrecem.

Em casos mais avancados da podridao radicular ehauessas doencas levam
a morte da planta. O desenvolvimento da doenc&\se & colonizacdo do xilema pelo
fungo, o que impede a passagem da seiva para s datidos. O desenvolvimento
dessas doencas se da em ambientes com tempenatier2 & - 28°C, tempo seco e
com solos mais acidos (pH 5,0 - 5,6) (AVRDC, 20@6LETTOet al.,2006).

Ambas as espécies possuem 0S seus genomas andtadmdani em 2009
(COLEMAN et al, 2009) e F. oxysporumem 2007 pelo Broad Institute
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/fusarigroup/MultiHome.html), o que
pode facilitar na compreenséo do processo de pamsisobre as plantas.
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1.4.Sclerotinia sclerotiorum

Outra espécie de fungos que possui uma grande tamopta econOmica é
Sclerotinia sclerotiorum(Figura 3). Essa espécie é capaz de infectar gdladé¢ 75
familias, 278 géneros e 408 espécies, entre elisrass de grande relevancia na
agricultura como feijao, soja e algodao, em todo®siagios de crescimento e apos a
colheita (BOLAND & HALL, 1994). Essa espécie possmia distribuicdo mundial,
presente em regides temperadas, tropicais e sudai®pvisto que ela possui um bom
desenvolvimento a temperatura mais amena (11° G)2&3b uma alta umidade, tanto
do solo quanto do ar (PURDY, 1979; LEITE, 2005).

Ha relatos de perdas de 5-100% de culturas caugamaS. sclerotiorum
(MANITOBA AGRICULTURE, 2002). No estado de Goias,nmwofo branco, doenca
causada poB. sclerotiorumfoi responsavel por um prejuizo de até 20% ndine@nto
dos grdos de soja de algumas lavouras na safra008/2D06 (BETTIOL &
MORANDI, 2009). O mofo branco, chamado também d#rigéo branca, é doenca que
causa lesdes encharcadas nos 6rgéos afetadosplatéo parda e consisténcia mole.
A ocorréncia do micélio branco d&. sclerotiorum de aspecto cotonoso, cobrindo

porcdes dos tecidos é caracteristico dessa doBalON et al, 2006).

Figura 3 - Isolado deSclerotinia sclerotiorumcrescido em meio MYG. A estrutura apontada pela s&
vermelha é o esclerddio.
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O combate a esse fungo fitopatdogeno é extremanadinté, pois além de ser
um polifago (possuir varios hospedeiros), ele pmodistruturas de resisténcia,
denominada esclerddios, que podem permanecer vignei mais de 10 anos. Os
esclerodios sdo um conjunto de hifas com uma cascara composta de varias
camadas de células contendo melanina. A partenmnido esclerédio € preenchida por

uma matriz composta por carboidratos, principalep+it,3-glicanas, e proteinas.

O tamanho do esclerddio pode variar de acordo ctmspedeiro. No caso do
girassol, o esclerédio pode cobrir a camada omaenfias sementes, podendo ter 1cm de
espessura e excedendo 35cm de diametro. No cadeijdo, os esclerodios sao
globosos e possuem 2-10mm de diametro (LEITE, 2BIBNSON et al, 1999,
BOLTON et al, 2006). Quando o ambiente for favoravel, ocorrgeaminacdo do
esclerédio e a formacdo de micélio que pode infeatdras plantas ou produzir os
ascosporos através do desenvolvimento dos apo(&tié & YANG, 2000).

1.5. Agente de controle biolégico: génerbrichoderma

Devido aos efeitos danosos causado ao meio ambegnfgrocura por métodos
mais eficientes que sejam acessiveis, lucrativogu@ aumentem a producdo de
alimentos, o uso de agrodefensivos vem sendo 8uilbstipelo o uso de agentes de
controle bioldgico (ACB), principalmente quando tsata de doencas causadas por
fungos fitopatogenos de solo (PARRAal, 2002).

A utilizagdo do génerdrichodermatem sido satisfatoria no controle de varios
fitopatdogenos (fungos, invertebrados ou bactéras) diversas culturas agricolas,
conseguindo se destacar como ACB (EAP&Nal, 2005; HANSON & HOWELL,
2002; COTXARRERAet al, 2002) além de promover a resisténcia de celtaggs a
esses fitopatdgenos (BIGIRIMANA, 1997; DE MEYERal, 1998; HARMAN et al,
2004 b).

O géneroTrichodermaé um dos principais ACBs para fungos fitopatogéic
(Figura 4), detendo quase 50% do mercado (WHIBPSEI., 2001). Ele tambéem é
utilizado na biorremediagéo do solo, contribuindo degradacdo de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos que estdo presentes ent@geos, o0 que se deve a producéo de
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um grande arsenal de hidrolases, peroxidases asoeimzimas liticas (AZCBN-
AGUILAR & BAREA, 1997; KATAYAMA & MATSUMURA, 1991).

No Brasil, foram utilizados cerca de 550 t de ptodwa base dé&richoderma
guantia equivalente para tratar uma area de 60h@0@e lavoura, no ano de 2007
(BETTIOL & MORANDI, 2009). POMELLA (2008) relataug o custo médio para o
tratamento de uma cultura de feijao com mofo branit@andoTrichodermaé de R$

92,00/ha, enquanto utilizando fungicidas é de REQA®ha.

Uma das principais caracteristicas @echodermaé produzir conidios em
abundancia a partir de conidiéforos que se origimm@tamente das hifas, os quais
originam colbnias caracteristicamente esverdeddagnerolrichodermaé natural do
solo, especialmente os organicos, podendo vivepBapamente ou parasitando outros
fungos, havendo poucos relatos sobre ocorréncidodacas de plantas causadas por
esse género (KUBICEkt al, 2001). Além disso, sdo fungos mesofilos, seisiae
temperaturas e pH extremos, apesar de desenvolvaedhor em condigfes acidas
(MELO, 1996), e sdo sensiveis a presenca de iondlioos em alta concentracéo,
principalmente de Ga(KUCUK et al, 2008).

21



Figura 4 — Diferentes isolados d@&richoderma.A — T. harzianumALL-42; B — T. asperellumT-00; C —T.
tomentosum?9/11; D -T. koningiopsis11/06; E —Trichoderma sppl11/09; F —T. erinaceum19/03;
G —T. ghanensel1/02; H —T. virens301/01; | —T. hamatum398/01; J —T. brevicompactunb5/01.
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O controle do crescimento dos fitopatdgenos utilitta Trichoderma pode
ocorrer por Varios mecanismos: competicdo por enies, producdo de antibidticos
volateis e ndo volateis e producdo de enzimas eapie hidrolisar a parede celular do
hospedeiro (SILVAN & CHET, 1989). O dltimo mecanismo é chamado de
micoparasitismo, mecanismo bastante estudado gsalipoma grande importancia no
processo de controle biolégico pdrichoderma No processo de micoparasitismo
(Figura 5), a interagcdo d&richodermacom alguns fungos patogénicos se da por
enovelamentos, se prendendo a hifa hospedeira gior ale ganchos, e penetracdo da

parede celular através da secrecao de enzimas [(K&JBICEK, 2001).

Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura da gdo micoparasitica deT. harzianumsobre R. solani A, B,
C e D correspondem a interagdo entre os isolados @e harzianum ALL-23, ALL-40, ALL-41 e ALL-44 e 0
isolado deR. solaniCNPAF-03, respectivamente (LIMA, 2002). Bar = 10 um
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1.6. Classificacdo do génerdrichoderma

De acordo com o Index Fungorum (ver www.indexfungaoiorg) esse género
pertence ao Dominio Eucaryota, “Grupo” Fungi/Metazdreino Fungi, Filo
Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe Sordayoetes, Subclasse
Hypocreomycetidae, Ordem Hypocreales, “Familia” étyeales mitospoéricos (ou
Familia Hypocreacea), Géndfypocreana forma teleomorfica. Este Index, organizado
por diferentes e renomadas instituicoes (CAB Bmrsmes — Inglaterra, CBS - Holanda,
e Landcare Research — Nova Zelandia), € constantenrevisado e atualizado,

constituindo uma fonte de referéncia bastante &wvefipara fins académicos.

Buscando entender o génefoichoderma varias revisbes foram realizadas
baseadas em caracteres morfologicos e se mostiasatisfatérias (DRUZHININAet
al., 2006a), pois nao indicavam o suposto grau dergéncia genética entre as
espécies. Isso acontece devido a sobreposicdo \asas caracteres distintivos
(CHAVERRI & SAMUELS, 2003). Assim, a taxonomia bada somente em

observac6es morfoldgicas ndo é suficiente pardifiban uma espécie de forma segura.

Com o advento das técnicas moleculares esse cdéo@nmdado, o que levou a
um aumento no numero de espécied dehodermaidentificadas. Varios genes foram
utilizados para esse fim. O primeiro estudado faspacador interno da transcricdo
(ITS) (KINDERMANN et al, 1998) (Figura 6), seguido de varios outros confatar
de alongamento da transcricdef)((exons e introns, sendo que esse ultimo tem ton al
poder de resolugcéao dentro dos clados) (Figurandoguitinasechit), Subunidade 2 da
RNA polimeraserpb?2), calmudolina ¢al) e actina &ct) (KULLNIG-GRADINGER, et
al. 2002; CHAVERRIet al, 2003; SAMUELSet al, 2006; JAKLITSCHet al, 2006;
JAKLITSCH et al, 2009).
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Figura 6 — Esquema da regido do rDNA contendo 18ST$ 1, 5.8S, ITS2 e 28S e a localizacdo dos primers
utilizados para amplificar diferentes partes para nferéncia filogenética e identificagdo. As regifegie
transcevem os rRNAs sdo altamente conservadas, emqto as regides espagadoras dos transcritos de rRNA
sdo variaveis (CLARRIDGE, 2004).

A partir das sequéncias de ITS, foi desenvolvida tenramenta molecular com
o intuito de identificar a espécie d&richoderma por meio do barcode de
oligonucleotideos, chamado TrichOkey (DRUZHININ& al, 2005), disponivel em
www.isth.info. Essa identificacdo se baseia na ¢nagdo de cinco ancoras presentes
nas sequéncias de ITS1 e 2 confrontadas com o bdmodados do International
Subcommission offrichodermaand Hypocrea (ISTH) que é altamente confiavel na
comunidade cientifica. Porém, a identificacdo dgadseTrichoderma € praticamente

inviavel utilizando a regido ITS, pois essa regid@tamente conservada.

Dessa forma, para a identificacdo de isolados Gueforam identificados ou
com identificacdo duvidosa pelo TrichOkey foi das#vida uma ferramenta molecular
que realiza uma procura de similaridade com o baecsequéncias local baseado em
sequéncias de IT$flerbp2 chamado TrichoBLAST (KOPCHINSKIét al, 2005),

também disponivel em www.isth.info.

Figura 7 - Esquema da regido do gertefl e a localiza¢@o dos primers utilizados para amplifiar diferentes
partes para inferéncia filogenética (DRUZHININA & K UBICEK, 2005).
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Apesar da eficéncia das ferramentas molecularadast ainda € necessario uma
andlise filogenética para confirmagcdo dos resutaddém disso, novas andlises
moleculares e metabodlicas vém sendo desenvolvidasy a utilizacdo de caracteres
metabolicos, analise de microarranjo de fenotipRWJEZHININA et al, 2006b), que
consegue observar diferencas nos genotipos por daerariacdo do fenoétipo, a andlise
de metabdlitos secundarios que podem dar supdittmyania (SAMUELS & ISMAEL,
2009).

1.6. Enzimas hidroliticas

No processo de micoparasitismo, o isoladoTdehodermapenetra a parede
celular por meio da secrecéo de enzimas liticass®®rma, a secrecdo dessas enzimas
necessarias para a degradacdo da parede celullwospedeiro € dependente da
composicdo do alvo. Além dessas enzimas que est@olvielas no processo de
micoparasitismo, o fungdrichodermalibera no solo outras enzimas que participarao
em outros processos, como ha nutricdo de plangaspmpeticdo por nutrientes com

outros fungos e na degradacéo de biomassa, pop&x@UBICEK et al.,2001).

1.6.1. Enzimas decompositoras de parede celular

A parede celular da maioria dos fungos fitopatégeaoconstituida por um
esqueleto estrutural de quitina disposto em camad#esnadas ¢-1,3-glicanas entre
essas camadas, formando uma matriz inter-terfit{ffigura 8). Na sua composicao
também ha presenca de proteinas, lipideos e, amsaffasos, substanciais conteudos
de pigmentos (melanina), fosfatos, ions inorganieosre outros (BARTNICKI-
GARCIA, 1968). Dessa forma, o sistema quitinolitipdncipalmente as quitinases e a
N-acetilf§-D-glicosaminidase (NAGase), a$-1,3-glicanases e proteases sao

fundamentais no processo de micoparasitismo (KUBI€Eal, 2001).
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Membrana plasmatica

Proteinas Manano
GPl-ancoradas proteinas

B(1,6) glicana

Quitina

B(1,3) glicana

Figura 8 — Estrutura da parede celular de fungo (MONEIRO, 2008).

As enzimas que degradam o polimero de quitina fatamdidas por SAHAI &
MANOCHA (1993) em trés grupos: (13-1,4-N-acetilglicosaminidases: quebram a
quitina liberando mondémeros de N-acetil-D-glicosami(2) endoquitinases: clivam
aleatoriamente a molécula de quitina em sitiognotg liberando oligossacarideos; (3)
exoquitinases: catalisam a liberacédo progressivdiateetilquitobiose, sem a liberagéo
de mono e oligossacarideos. Essas enzimas citddasduizidas por quitina e parede
celular de fungos, enquanto séo reprimidas em pgasee glicose, glicosamina ou N-
acetilglicosamina (ULHOA & PEBERDY, 1992; HARA®L al.,1995).

As p-1,3-glicanases, de acordo com o modo de ataqueubstrato, sao
classificadas como exo ou enfid-,3-glicanases. Estes dois mecanismos de agdo sao
identificados pelos produtos de hidrélise (PITS@N al, 1993). As ex@-1,3-
glicanases hidrolisam o substrage],3-glicana, pela clivagem sequencial de residuos
de glicose a partir da extremidade néao redutorgri@cipal produto de hidrélise &
glicose podendo gerar também dissacarideos e altgossacarideos. As enfet,3-

glicanases clivam o substrato aleatoriamente IiitBy@Zadeias menores.

Apesar de possuirem diferentes mecanismos de atuagd&xo e endp-1,3-
glicanases podem agir simultaneamente na hidralesg-glicanas de uma forma
sinergistica. DE LA CRUZet al. (1995) relatam que ag-1,3-glicanases sao
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importantes no mecanismo de micoparasitismo, péds expressas na presenca de

guitina e parede celular de fungos fitopatogénicos.

As proteases podem participar na degradacéo deipastcelulares estruturais
desestabilizando a integridade celular do fitopaége facilitando a penetracdo e
colonizacéo peldrichoderma Essas enzimas também estdo envolvidas na inaivac
de enzimas produzidas por patdégenos durante o geocde infeccdo de plantas
(HOWELL, 2003).

1.6.2.#-glicosidases

As B-glicosidases constituem o maior grupo de enzimia-pidroliticas,
catalisando especificamente a clivagem das ligagliessidica$’-1,4 (HENRISSATet
al., 1989). Essas celobiases degradam a celobiaser@s de glicose com ligace
1,4) e celulo-oligossacarideos (trimeros de glicose ligaca@-1,4), originados apos a
acao das exo e engiel,4-glicanases, a glicose. As enzimas do sistezhdotitico tém
papel fundamental no sistema degradacdo da celwogsossuem uma grande
importancia econdmica, sendo utilizadas em suplessecomerciais de celulose
(aumentando a hidrolise da celulose), na produgduiaktanol proveniente de material
celulolitico, na industria de papel e téxtil ASHABt al, 1996; LYND et al, 2002;
KUMAR et al.,2008; BUCHERTet al,1998; GALANTEet al.,1998).

Sabe-se que essas enzimas também sdo expressastrodechioldgico dos
fungos do géner®ythium visto que a celulose é o principal componentga®de
celular dos Oomycetes. Porém, neste caso, essasasrnzarecem ter pouca relevancia

no processo de micoparasitismo (SEI&ilal, 2006).

1.6.3. Fosfatases

As fosfatases sdo enzimas que conseguem hidrésames e anidridos de acido
fosférico em fosfato inorganico (BECKt al, 1989; GUIMARAESet al, 2004),
participando de varios processos biologicos, taima assimilacdo de fosforo pela

planta (TATE, 1984), metabolismo intermediarioreaizacéo celular. De acordo com o
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pH estas enzimas sdo divididas em dois gruposatixsfs alcalinas, com pH 6timo
igual ou superior a 8,0 e fosfatases acidas, comtphb de atuacdo igual ou inferior a
6,0 (GUIMARAESet al, 2004).

As fosfatases acidas sdo enzimas que catalisadr@ise de uma variedade de
compostos fosfatados monoesteres, com a producdiosfieo soltvel, contribuindo
para 0 metabolismo energético e mecanismos deizsigab celular (DICKMAN &
YARDEN, 1999). Sabe-se que essa enzima participaqiasicdo de fésforo com
propésito nutricional (WALSHet al, 1994) e que ela é secretada quando o fungo
Trichodermaentra em contato com a parede celular do fitogetd&. solani(LIMA,
2006), o que leva a pensar que essa enzima podericamma certa vantagem a
Trichodermano processo de competicdo desse nutriente comsoturgyos. Além
disso, a liberagédo de fosfato inorganico atraveatdacéo da fosfatase &cida secretada
por Trichodermafavorece diretamente o desenvolvimento das plgmasentes, visto

que as plantas terdo acesso ao fosfato organicofatdimente (SHARPLEY, 1985).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Os objetivos desse trabalho foram identificar duelnde espécie filogenética
isolados deTrichodermaspp. provenientes de diversas espécies cultivaoldrasil e
realizar a avaliacdo da atividade especifica den&w hidroliticas frente a parede
celular dos fitopatégends solani, F. oxysporum, R. solamb. sclerotiorum

2.2. Objetivos especificos

— ldentificar isolados do génefaichoderma utilizando a regido ITS1-5,8S-ITS2
e 0 gendef 1,
- Visualizar as relacdes filogenéticas atraves déismsautilizando ferramentas

moleculares;

29



- Avaliar as atividades especificas das enzimas: N&Géosfatase acidd-
glicosidase, B-1,3-glicanase, proteases acidas, proteases neuyirateases

basicas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismo e condicéo de cultura

Foram utilizados 100 isolados deichodermaspp. provenientes de varias
regides do Brasil (Anexo 1) e os fitopatégertesoxysporumF. solanj R. solanie S.
sclerotiorumpertencentes a colegéo de fungos e microrganisnEMBRAPA Arroz e
Feijao. Os fungos foram mantidos em placas contem@lo MYG a 28°C.

3.2. Extracao de DNA, amplificacdo do rDNA e sequeramento

O fungo foi cultivado em meio MYG a 180 rpm, 28°Qr @8 h para a obtencao
de micélio. O DNA fangico foi extraido a partir aeicélio congelado e liofilizado
através da metodologia proposta por RAEDER & BRQD®85) acrescida de tampéao
CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide). A regidaoT$1-5.8S-ITS2 foi
amplificada por reacdo em cadeia da polimerase YR@GBndo a combinacdo dos
primers ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 -(5'
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') seguindo o protocolo descmpor WHITE et al
(1990). A porcéo do fator de alongamento da trag@artefl) foi amplificada usando
os primers tefl-728F (5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3) deflrev (5'-
GCCATCCTTGGAGACCAGC-3') seguindo o protocolo praopor KULLNIG-
GRADINGERet al (2002).

Apés amplificacdo, os produtos de PCR foram sulutosta eletroforese em gel
de agarose 1,2 % e purificados utilizando o prdtobaseado em precipitacdo por PEG
(Polietileno glicol) - 20% PEG, 2,5 M NaCl, 80% mbhe etanol puro. Os produtos da

purificacdo foram usados na reacdo de sequenciamgiizando DYEnamit” ET
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Terminator Cycle Sequencing kit e os primers ITSIS, para ITS, e os primers tefl-

728F e teflrev, patefl O sequenciamento foi realizado no ABI Prism 3100.

3.3. Identificacéo de isolados dé&richoderma

As sequéncias de DNA foram alinhadas utilizangoagrama Clustal X v2.0.12
(THOMPSON et al. 1997). As regides terminais commhamento duvidoso foram
retiradas manualmente usando BioEdit v7.0.5.3. @&ramente, as sequéncias
amplificadas de ITS foram confrontadas com um basgpmecifico pardrichoderma,
disponibilizado pela International Subcommission ®rnchoderma and Hypocrea
(ISTH, www.isth.info) utilizando TrichOkey 2.0 (DRAHININA et al 2005;
DRUZHININA & KOPCHINSKIY, 2006). Quando ndo havia mconhecimento da
espécie, as sequéncias de ITS tefl eram submetidas ao TrichoBLAST
(KOPCHINSKIY et al, 2005).

3.4. Andlise filogenética das espécies fischoderma

Para confirmar a identificacédo realizada pelo Tokéy e pelo TrichoBLAST
foi realizada uma reconstrucéo filogenética. A nstaucéo filogenética foi realizada
com a regiao do rDNA nuclear ITS1-5,8S-ITS2 pados os isolados e com o gene
tefl para os isolados pertecentes a secdo Trichodetilisando a aproximacao
bayesiana de acordo com JAKLITSGH al (2006), a metodologia foi modificada
utilizando o software Mr. Bayes v3.1.2.

O melhor modelo proposto pelo Mr. Modeltest v2.3daalo em AIC para ITS
foi Generalized Time Reversible (GTR) + Gamma [bstiion (G) e pardefl foi GTR
+ G + sitios invariantes (I). A amostragem foi aé® do parametro de cadeia de
Markov Monte Carlo (mcmc) realizada com 5 x° eracées. As probabilidades
posteriori para a arvore obtida da sequéncia ITS foram abtidpartir do consenso de
49.600 arvores (uma arvore amostrada a cada 1@@ap=) ap0s a remocao das 400
primeiras arvores no processo laenin. As probabilidadesa posterioripara a arvore

obtida da sequencia defl foram obtidas a partir do consenso de 49.750 ésv@rma
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arvore amostrada a cada 100 geracOes) apos a @masd®50 primeiras arvores no

processo deurnin.

A arvore filogenética para ITS foi enraizada corseguéncia de rDNA, ITS1,
5.8S e ITS 2, CBMAI 1012 (FJ986607.1) provenierdesdpécidl. longhibrachiatum
As sequéncias de GJS 04-187 (JN133553.1) e GJS(P®815464.1), ambas de
asperelloides foram adicionadas para verificar se alguma segaésstudada iria se

agrupar a elas.

A arvore filogenética partefl foi enraizada com a sequénciatdél OY6607
(FJ619248.1) proveniente da espétidonghibrachiatumAs sequéncias de GJS 04-
116 (GU248412.1) e GJS 99-6 (DQ109550.1), ambasl.dasperelloides foram

adicionadas para verificar se alguma sequéncidastuiria se agrupar a elas.

3.5. Producéo de Enzimas

Para a producéo de enzimas hidroliticas, disc&rden de diametro originados
das placas dos isolados Tiechodermaspp. foram colocados em frascos de Erlenmeyer
de 125 mL contendo 10 mL de meio TLE [CafH,O 0,3 g L}, KH,PO, 2,0 g LY,
(NH.),SO; 1,4 g L', MgSQ,.7H,0 0,3 g L%, Uréia 0,3 g [, Peptona 1,0 gte
solucdo elementos tracos tEezr®*, Mn?*, CU") 0,1%] e parede celular do
fitopatogeno (0,5%). Os frascos foram incubados agitador rotatério a 28°C e
velocidade de 120 rpm. Apés 48 horas de incubag&nbrenadante de cultura foi
coletado, através de uma filtracdo a vacuo, ezatlh como fonte das enzimas

hidroliticas.

A parede celular de cada fitopatdégeno foi obtidasap indculo de discos de 3
mm de didametro originados das placas dos fitopattgmyeolocados em frascos de
Erlenmeyer de 1L contendo 500mL de meio MYG. E$sescos foram incubados em
agitador rotatério a 28°C e velocidade de 180 rgm120 h com o intuito de obter
massa micelial. O micélio foi lavado, liofilizado reacerado. Apds o0 processo de
maceracéo, o conteudo foi lavado exaustivamente &gua destilada, resultando em

uma parede celular parcialmente purificada.
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3.6. Ensaios enzimaticos e concentracao de proteina

As atividades de NAGase, fosfatase acidagicosidase foram determinadas
usando os substratos pnp-derivadwsitrofenil-B-N-acetilglicosaminag-NPNAG) (5
mM), p-nitrofenilfosfato §-NPP) (5 mM) e p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo p-
NPGIluc) (5 mM), respectivamente. As misturas deiensontinham 1@L da amostra,
40 pL de solucao denp-derivado e 10QL de tampé&o. A molaridade e os pHs dos
tampdes foram: tampdo acetato de sédio 50 mM, ©H &8 e 5,5, para NAGase,
fosfatase acida[@-glicosidase, respectivamente. Apds incubacéo dtunaia 37 °C por
15 minutos, a reacao foi interrompida com a adid@alOOuL de NaOH 0,1 M. A
quantidade de-nitrofenol (-NP) foi determinada espectrofotometricamente anA05
Uma unidade enzimética (U) foi definida como a digiatle necessaria para produzir 1
umol de p-NP por minuto. Os ensaios foram realizaosduas repeticbes e somente

resultados com coeficiente de variacao inferior28% foram aceitos.

A atividade dep-1,3-glicanase foi determinada usando laminarinancco
substrato a 0,75% (p/v) em tampéo acetato de &idimM, pH 5,0 (RAMADAEet al.,
2010). A mistura de ensaio continhajlOda amostra e 20L de solu¢ao de laminarina
0,75%. ApoOs incubacédo da mistura a 50 °C por 1Qutog) adicionou-se 100L de
acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). As amostrasaior fervidas por 5 minutos. Em
seguida, a leitura das amostras foi realizada entamprimento de onda de 540 nm.
Uma unidade de enzimatica (U) foi definida comaargidade necessaria para produzir
1 umol de aglcar redutor por minuto. Os ensaios foratizados em duas repeticdes e

somente resultados com coeficiente de variacadonés a 20% foram aceitos.

A atividade de proteases foi determinada usandoageéna como substrato a
0,25% (p/v) preparado em tampéo fosfato/citrato OmpH 5,0 e pH 7,0 e Tris-HCI
50mM, pH 8,5 para proteases acida, neutra e béespactivamente como proposto por
CABRAL et al. (2004). A mistura de ensaio continha 20 da amostra, 4QL de
solucéo de azocaseina e l0de tampéao. Apos incubacdo da mistura a 37 °C3por
minutos, adicionou-se 10@L de acido tricloroacético (TCA) 10% e incubou-d4°&€
por 10 minutos. As amostras foram centrifugadaS@02pm por 30 minutos, 1Q0
do sobrenadante foi misturado com 100de NaOH 1M. A leitura foi determinada
espectrofotometricamente a 450 nm. Uma unidadezienatica (U) foi definida como

a quantidade necessaria para aumentar 1 abs patomds ensaios foram realizados
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em duas repeticdes e somente resultados com emedidie variacdo inferiores a 20%

foram aceitos.

A concentracdo de proteinas foi determinada peltodolgia de Bradford
(1976), utilizando albumina sérica bovina como fadr

Os resultados enzimaticos por cada parede celstiadada foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo-peste Scott-Knotto( = 0,05) por
meio do software SISVAR. As correlagbes entre eagiimidroliticas foram avaliadas
através do coeficiente de correlacdo de Pearstimantio o software R v2.14.1. A
significancia do testen(= 0,05) foi ajustada seguindo a corre¢do de Bomie(RICE,
1989).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacdo molecular e analise filogenética

Os isolados deTrichoderma foram identificados utilizando ferramentas
moleculares baseadas nas sequéncias de ITS1-552SdTefl: TrichOkey 2.0 e
TrichoBLAST (Anexo 1). Dentro dos 100 isolados dsulos, foram encontrados 43
isolados da espéci€. harzianum 33 isolados dd. asperellum seis isolados dé&.
tomentosumcinco isolados d&. koningiopsis quatro isolados dé&. erinaceumdois
isolados deT. ghanenseum isolado d&. virens um isolado dd. brevicompactune
um isolado d&. hamatumsendo que quatro isolados ndo foram identificgdosessas

ferramentagTabela 1).

Portanto, foi observada uma diversidade de espicleichoderma,sendo que
entre os 100 isolados observados, a maioria € dpséciesT. harzianume T.
asperellum seguido deT. tomentosune T. koningiopsigFigura 9). Esse perfil ja foi
visualizado em outros estudos em regides neotrgpi@@JBICEK et al, 2008;
HOYOS-CARVAJAL et al, 2009).

A presenca macica das espédiebarzianune T. asperellunpode ser explicada

pela capacidade em degradar inUmeros substratagn@o ir de compostos mais
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simples, como Drglicose, D-frutose, até compostos mais complegos)o acidoy-

hidroxi-butirico e o Tween-80, 0 que pode ser aasio em uma andlise de

microarranjo de fendtipo,

facilitando a colonizagéte diversos ambientes,

possibilitando o sucesso evolutivo dessa espddi@PESet al, submetido). HOYOS-

CARVAJAL et al. (2009) observou esse mesmo perfil em isolado$.d&sperellum

provenientes de regides tropicais, como o Brasil.

Tabela 1 - Lista de espécies dErichodermaencontradas por meio das ferramentas moleculares (ithOkey e
TrichoBLAST) e analise filogenética por meio de aproxnacéo bayesiana.

SECAO Clado Espécie Quantidade
LONGIBRACHIATUM Longibrachiatum T. ghanense 2
PACHYBASIUM Harzianum T. harzianum 43
T. tomentosum 6
Virens T. virens 1
TRICHODERMA Hamatum T. asperellum 33
T. hamatum 1
Viride T. koningiopsis
T. erinaceum 4
LINHAGENS UNICAS Lutea T. brevicompactum 1
DESCONHECIDO 4
100

TOTAL
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T. ghanense

T. brevicompactum _T. hamatum__T- virens
2% 7

1%

T. erinaceum
4%
T. koningiopsis
5%

Figura 9 — Percentual da quantidade de isolados d&da espécie d&richoderma(N = 100 isolados).

Na analise filogenética bayesiana (Figura 10),eafes deélrichodermaforam
agrupadas de forma bem consistente, com valorpsotbabilidadea posteriori(pp) de
1, o que ja & bem descrito na literatura (HOYOS-UABRAL et al, 2009;
DRUZHININA & KUBICEK, 2005). Apesar da analise fij@nética ter sugerido que a
espéciel. brevicompactune a secado Trichoderma compartilham um ancestralico
imediato, essa sugestado é suportada por uma pyslelIRUZHININA & KUBICEK
(2005) propuseram a possibilidade do Clado Lutea amcestral das secOes
Pachybasium e Trichoderma, porém esse fato ainala iem entendido. Atualmente
esse Clado esta inserido dentro da Secéo Linhafygnas, com espécies que ainda n&o
se associam a outras espécies, formando um cladtenclm apenas ele como

componente.
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Figura 10 - Arvore filogenética consenso d49.600 arvores obtidapor analise bayesiana a partir da regido d
rDNA nuclear, ITS1-5.851TS2, com 0 modelo GTR + G. Os nimeros sobre os lmas indicam as
probabilidades a posteriori(pp). Cada sec¢éo esta delimitada por uma linha. A linhaermelha representa ¢
linhagem Unica.
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Dentro da Secdo Pachybasium, pode-se observamgragaedo dos clados
Harzianum e Virens com um valor de pp de 1,00. &@laclHarzianum, apesar de ser
sugerido pela arvore filogenética, ndo obteve vadopp alto. Esse resultado se deve ao
nao agrupamento de isolados identificados cdmbarzianum Um agrupamento em
especial foi fortemente assegurado por uma pp €8. Bendo esse agrupamento
subdividido em dois grupos, um composto de isolaidok tomentosunfpp de 1,00) e
outro composto de isolados d@ieharzianum(0,89). Os demais agrupamentos formados

nao sao confiaveis, apresentando pp abaixo de 0,85

Esse ndo agrupamento observado, também foi depontbRUZHININA et al
(2010), onde eles relatam que a espdcidarzianum se trata de um complexo de
espécies, corroborando com os resultados encost@olLOPESet al. (submetido)
onde, por meio da andlise de microarranjo de fpapgles visualisaram uma diferenca

metabodlica entre isolados identificados combarzianum

Na Secédo Trichoderma houve apenas a formagédoadio &firide, suportado
com uma pp de 1, enquanto o isolados das espéciasperellumT. asperelloides
(sequéncias obtidas no GenBanki).ehamatun(componentes do clado Hamatum) nao
se agruparam. Dois grupos foram formados dentrdatto Viride, um formado apenas
por isolados derl. erinaceume outro grupo contendo isolados @e koningiopsise

isolados nao identificados, ambos suportado porpprée 0,72.

SAMUELS et al. (2010) descreve a existéncia da espécesperelloidessendo
que essa espécie € criptica a espécieasperellum com a utilizacdo de varias
metodologias, porém, eles relatam que para segesgas duas espécies é necessario
realizar uma andlise filogenética utilizando a $egia do gendefl, pois o ITS é
bastante conservado, ocorrendo apenas uma mudarigzse na regido do ITS-2 para
distinguir as duas espécies. Dessa forma, foi sddesa construcdo de uma nova
arvore filogenética baseada na sequéncia do wfhepois o seu poder de resolucdo
dentro dessa secdo € maior que o do ITS, consegdifetenciar espécies dentro de

clados.
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Figura 11 - Arvore filogenética consenso d49.750arvores obtidas por analise bayesiana a partir ¢ sequéncia
detefl com o modelo GTR + G+ |. Os nimeros sobre os bracos indicam as probabilidasa posteriori(pp).
Cada clado esta delimitado por uma linha. A marcagiiem vermelho indicada o agrupamento formado com ¢
isolados desconhecidos. Isolados da se¢éo Longithiatum foram adicionados na andlise para enraizar
arvore.

A secao Trichodermsegregownos clados Hamatum e Viride com um sup
de 0,89 de pp (Figura 11pentro do clado Hamatum, ocorreu a diferenciacdreex
espéciel. hamatunre a espéciT. asperellum(pp de 1,00). Gagrupamento da espé
T. asperellumapresentou uma pp de 0,7. Dentro desse agrupe, verificou-se a
presenca de um subgrupo com a maioria dos isolddnsficados com(T. asperellum
por uma pp de 0,&nquanto os isoladT. asperellunT00, 357/01, 355/01, 330/01 e

isoladosT. asperelloide®9S-6 e 04116 ndo se agruparam com nenhuma sequé
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Dentro do subgrupo citado acima, verificou-se a&téricia de varios subgrupos Te

asperellumsuportados por pp altas, como 0,9 e 0,99 por eloemp

O clado Viride foi subdividido em trés grupostémnente assegurados por uma
pp de 1,00. Um grupo formado com isoladoslTderinaceumum grupo formado com
isolados deT. koningiopsise um grupo formado com isolados de espécie(s)
desconhecida(s). Dessa forma, é necessario seguemgiros genes, como 0 da
subunidade 2 da RNA polimerasebf2) e actina dct) e realizar uma arvore
filogenética para cada gene para essa secao, gamamar se trata de um agrupamento
consistente. Por fim, também se deve realizar umlisa multilocus dessa secéo, para
confirmar esse fato. Esse procedimento foi o meadwiado por SAMUELSet al.
(2010) e JAKLITSCHet al (2006) quando descobriram uma nova espécie de
Trichoderma

4.2. Correlagdo de Pearson entre atividades especdfs de enzimas hidroliticas

Ao se verificar a possivel correlacdo entre agdatiles especificas das enzimas
estudadas para cada tipo de parede celular, olnssevgue nas condicbes com o género
Fusarium a maioria das correlacfes estimadas foram sigtifas. Vale lembrar que o
nivel de significancia do teste foi ajustado peaegdo de Bonferrroni, pois se trata de
uma andlise de multiplas comparacdes, o que auragimzbabilidade de ocorréncia do

erro tipo 1.

ParaF. oxysporum verificou-se que todas as correlagdes entre iaglates
especificas foram significativas, além disso, asetacdes possuiam valores elevados
de coeficiente de Pearson (r) e positivos (Tabgl&gse resultado leva a concluséo de
que se um isolado possuir um valor elevado de datilé especifica para uma
determinada enzima, esse mesmo isolado tera miéisshance de possuir valores
elevados de atividades especificas para todas zaimas estudadas para essa parede

celular.
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Tabela 2 - Correlagdo entre enzimas hidroliticas erpresenca de parede celular d&. oxysporum.Os valores
acima da diagonal principal sdo os p-values e oslaees abaixo sdo os coeficientes de Pearson (r).sBkados
de p-value significativos foram marcados em vermeth Resultados de r significativos foram grifados em

negrito.

Enzimas NAGase Fqsfgtase _ B-_ [_3—1,3— Pr,ot_ease Protease Prgtgase

acida glicosidase glicanase  &cida neutra basica

NAGase 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
F%S'Cf%t:se 0,9859 0,0001  0,0001  0,0001 0,0001 0,0001
. B'. 0,8511 0,8266 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
glicosidase

[.3'1'3' 0,9883 0,9895 0,8568 0,0001 0,0001 0,0001
glicanase

Pg;tizgse 09635  0,9705 08342  0,9705 0,0001 0,0001
Protease ;9664  0,9702 08168 09712 09893 0,0001
neutra

Protease

basica 0,9211 0,9416 0,7891 0,9367 0,9089 0,9047

Os resultados encontrados na inducdo com parediarcele F. solani foram

bastante semelhantes aos encontradosFemxysporum,a maioria das correlagdes

apresentaram valores elevados de r positivos (&&)elApenas duas correlacbes nao

foram significativas, entre NAGase x Protease @eeffrglicosidase x Protease neutra.

Tabela 3 — Correlagdo entre enzimas hidroliticas emresenga de micélio dd-. solani. Os valores acima da
diagonal principal s&o os p-values e os valores dka sédo os coeficientes de Pearson (r). Resultadies p-value
significativos foram marcados em vermelho. Resultass de r significativos foram grifados em negrito.

. Fosfatase B- B-1,3- Protease  Protease Protease
Enzimas NAGase . . . . L. .
acida  glicosidase glicanase acida neutra basica
NAGase 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,8227 0,0001
F%S;%tgse 0,5038 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
glicosidase 0,7981 0,5576 0,0001 0,0001 0,0527 0,0001
B-1,3-
glicanase 0,8257 0,6459 0,8516 0,0001 0,0001 0,0001
P;%tizzse 0,6807 0,7448  0,7686 0,8537 0,0001 0,0001
Protease o159 05333 0,365  0,2799 0,6073 0,0001
neutra
ngte_ase 0,5090 0,6050 0,5450 0,7067 0,7662 0,5397
asica
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Na inducdo com parede celular Resolanj foram observadas correlacdes entre
algumas enzimas, a maioria entre enzimas que desdam papel fundamental no
processo de micoparasitismo, como NAGagel3-glicanasg Protease acida f1,3-
glicanasee Protease neutrapxl,3-glicanase. A correlacdo enfieglicosidase x Fosfatase

acida e entre as proteases também foram obser{/Ealasla 4)

Tabela 4 - Correlagédo entre enzimas hidroliticas erpresenca de micélio ddR. solani.Os valores acima da
diagonal principal sdo os p-values e os valores aka sdo os coeficientes de Pearson (r). Resultadissp-value
significativos foram marcados em vermelho. Resultasb de r significativos foram grifados em negrito.

. Fosfatase B- B-1,3- Protease  Protease Protease
Enzimas NAGase . . . . L. P
acida  glicosidase glicanase acida neutra basica
NAGase 0,0280 0,0576 0,0001 0,0311 0,0568 0,0500
F%S;%tgse 0,1546 0,0001  0,9584 0,0075 0,0785 0,8575
, B'. 0,1338 0,4184 0,5438 0,0610 0,0143 0,5020
glicosidase
B-13- 13213 00037  0,0430 0,0001 00001  0,0020
glicanase
P;%tizzse 0,1517  0,1876 0,1321  0,3162 0,0001 0,0001
Protease 1340 01241 0,1721  0,2910 0,8502 0,0001
neutra
Protease
basica 0,1381 0,0127 0,0475 0,2161 0,6335 0,5623

Em S. sclerotiorum foram observadas correlagbes entre as atividages
algumas enzimas, parte das correlagbes observa@dasies enzimas envolvidas no
processo de micoparasitismo, como erfife,3-glicanase x Protease neutraf€,3-

glicanase x Protease basica. Também foi obsenauelacdes entre outras enzimas e entre as
proteases (Tabela 5).
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Tabela 5 - Correlagdo entre enzimas hidroliticas emresenga de micélio d&. sclerotiorum.Os valores acima
da diagonal principal sdo os p-values e os valoredaixo sdo os coeficientes de Pearson (r). Resulbadde p-
value significativos foram marcados em vermelho. Reiltados de r significativos foram grifados em neggo.

. Fosfatase L B-1,3- Protease  Protease Protease
Enzimas NAGase . B-glicosidase ;. L J
acida glicanase  4cida neutra basica
NAGase 0,4258 0,1179 0,2417 0,3199 0,2545 0,5605
F%S;%tgse -0,0563 0,0001 0,018  0,0001 00001  0,0222
B 0,1104 0,4370 0,0001 0,0001 0,0001 0,0138
glicosidase
PL3 o828 01155  0,5295 00362  0,0001 0,0001
glicanase
P;%tizzse 0,0703  0,5003 02813  0,1475 0,0001 0,0001
Pr:gfﬁf‘ase 0,0805  0,3305 02888 02797  0,8293 0,0001
Protease
basica 0,0412 0,1609 0,1731  0,3007 0,3952 0,5857

A maioria das correlagdes significativas encorasafbi entre as atividades de
enzimas que possuem papel fundamental no procassparasitismo, como NAGase,
B-1,3-glicanase e protease, 0 que ja era esperadon@ processo de micoparasitismo
as enzimas trabalham de forma sinérgica, o quezatigsse mecanismo, aumentando a
chance de obter sucesso no parasitismo de outngeduinclusive os fitopatogénicos
(HOWELL, 2003).

Correlagdes entre as atividades de enzimas quemgesbam funcbes t&o
diferentes, como entre Fosfatase &cigagiicosidase encontrada em todas as paredes
celulares, também foram descritas, porém é possdiagiona-las. As fosfatases acidas
irdo solubilizar o fosfato inorganico do solo, ceequropicia a obtencao do fostato e ser
utilizado no seu metabolismo, porém esse mecangenmetirada do fosfato no solo
pode gerar uma competicdo por esse nutriente, damdbrque ha relatos da eficéncia do
género Trichoderma nesse tipo de mecanismo (SIVAN & CHET, 1987). Bs
glicosidases sao enzimas que degradam celobiose elelo-oligossacarideos
prioritariamente, porém ha relatos que essa enzinmsbém apresenta atividade
quitinolitica, tendo um papel no processo de deg@ol da parede celular (MUCHA
al., 2006). Portanto, essas duas enzimas também ki no controle dos

fitopatogenos.
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4.2. Atividades das enzimas hidroliticas em preseade fitopatégenos

Em geral, os isolados apresentaram atividades dasnas estudadas:
NAGase, Fosfatase acidiaglicosidasep-1,3-glicanase, protease acida, protease neutra
e protease basica, nas quatro condi¢cfes traballerdgwesenca de parede celulaFde
oxysporum(FO), F. solani (FS), R. solani(RS) e S. sclerotiorum(SS), porém em
proporcdes diferentes, sendo que a atividade dm@edé cada enzima é dependente da
parede celular induzida (Tabela 6). Essa deperaéiwiparede celular inoculada é

explicada por cada parede celular possuir uma csiggum caracteristica.

Tabela 6 - Atividade especifica de enzimas hidrol@tas (U.mg') provenientes de espécies d&ichoderma por
cada parede celular estudada.

Parede celular NAGase Fosfatase acida B-glicosidase B-1,3-glicanase Protease acida Protease neutra Prase basica

F. oxysporum 23 a 0,6 ¢ 0,2 c 145 b 61,7 ¢ 872 b 1010 b
F. solani 09 b 23 b 06 b 1313 a 126,9 b 175,8 a 282,7 a
R. solani 12 b 34 a 0,8 a 120,3 a 149,3 b 181,8 a 226,5 a

S. sclerotiorum 0,7 b 09 c 05 b 151,4 a 195,6 a 1939 a 208,0 a

A parede de RS se apresentou como a melhor inddéoFasfatase acidape
glicosidase. JONE®t al. (1972) relatam que existe a probabilidade da pgeseie
pequenos aglomerados de celulose na composicaaredepcelular de RS, o que pode
explicar o por qué dessa parede ser a melhor iredude B-glicosidase entre as

analisadas.

Dentre as sete enzimas analisadas, a parede de B@esentou como a pior
indutora em seis enzimas e como a melhor para étndde NAGase. SILVAN & CHET
(1989) relataram que a parede celular de FO é npol uma camada mucilaginosa de
origem protéica, 0 que protegeria a parede celldaataque de enzimas hidroliticas.
Essa camada protéica € formada por glicoproteioasendo manose, galactose e
glicose, aléem de apresentar acido urénico em sogasicdo. Abaixo dessa camada
protéica, existe uma camada formada apenas deajugeguida pela parede celular
propriamente dita. A parede celular é compostachasnte por quiting-1,3-glicanas
e glicoproteinas (SCHOFFELMEE®t ali, 1999). Portanto, a camada mucilaginosa

impede o contato dérichodermacom as camadas internas, porém com a atuacao das
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proteases ocorre a degradacdo dessa camada maskgo que possibilita o contato
com a camada, subsequente, de quitina levando ugdoddas enzimas do sistema
quitinolitico. Dessa forma, a atividade especitieaNAGase é dependente da atividade
proteolitica em FO, dado corroborado pela fortiasoorrelacdo encontrada entre essas

enzimas (Tabela 2).

4.2.1. NAGase

Os isolados dérichodermaapresentaram perfis diferenciados nas atividades
especificas de NAGase (Figura 12) entre as consligébalhadas, sendo que a parede
celular de FO se apresentou como o melhor ind@ssalenzima (Tabela 6), enquanto
as outras paredes ndo apresentaram diferencassenseresultados gerais. A maior
atividade especifica de NAGase foi encontradandagaoT. asperellun356/01 em
presenca de FO (105,76 U.Mgseguido da inducab. asperellum0T/03 em presenca
de FS (23,8 U.mY, T. harzianum12/06 em presenca de FO (20,0 UngT.
asperellumT00 em presenca de FO (14,3 Uthg T. harzianuml2/06 em presenca de
SS (10,0 U.mg) (Tabela 7).
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T. erinaceum_17/06

T. asperellum_468/02
T. harzianum_26/03

T. asperellum_360/01
T. koningiopsis_03/07
T. harzianum_481/02
T. harzianum_12/04
Desconhecido_11/09
T. harzianum_5T/01

T. tomentosum_476/02
T. asperellum_45T/01
T. koningiopsis_03/06
T. harzianum_481/01
T. erinaceum_19/03

T. asperellum_356/01
T. harzianum_12/06

T. harzianum_29/15

T. koningiopsis_11/06
T. harzianum_06T/01
T. harzianum_05/05

T. harzianum_348/01
T. koningiopsis_06/03
T. asperellum_40T/03
T. harzianum_100T/01
T. asperellum_04/10

T. asperellum_400/01
Desconhecido_40/03
T. harzianum_05/08

T. asperellum_328/01
T. harzianum_27/04

T. harzianum_483/01
T. harzianum_475/02
T. asperellum_482/01
T. harzianum_46/05

T. harzianum_397/01
T. harzianum_488/02
T. harzianum_489/02
T. harzianum_490/02
T. ghanense_11/08

T. asperellum_325/01
Desconhecido_55/02
T. harzianum_485/01
T. harzianum_479/01
T. tomentosum_29/11
T. asperellum_05/01

T. asperellum_11/11

T. asperellum_247/01
T. asperellum_328/02
T. harzianum_484/01
T. asperellum_362/02
T. harzianum_494/01
T. harzianum_475/01
T. tomentosum_495/01
T. asperellum_339/01
T. hamatum_398/01

T. harzianum_486/01
T. asperellum_483/02
T. koningiopsis_03/04
T. asperellum_353/02
T. harzianum_25/02

T. erinaceum_47T/01
T. harzianum_490/01
T. asperellum_355/01
T. harzianum_480/02
T. asperellum_337/01
T. asperellum_349/02
T. harzianum_480/01
T. harzianum_26/05

T. ghanense_11/02

T. harzianum_05/03
Desconhecido_55/03
T. harzianum_487/02
T. tomentosum_45/01
T. harzianum_15/05

T. asperellum_04/02

T. harzianum_479/02
T. harzianum_492/02
T. harzianum_346/01
T. asperellum_Tn/02
T. harzianum_11T/01
T. brevicompactum_55/01
T. harzianum_75/02
asperellum_346/02
T. asperellum_352/01
T. asperellum_356/02
T. asperellum_333/02
T
T

-

. asperellum_330/01

. asperellum_333/01

T. asperellum_364/01
T. harzianum_476/01
T. tomentosum_364/02
T. virens_301/01

T. harzianum_21/02

T. asperellum_400/02
T. erinaceum_362/01
T. harzianum_26/02

T. asperellum_357/01
T. tomentosum_419/02
T. harzianum_ALL-42
T. asperellum_T00

Atividade especifica de NAGase (U.mg )

F. oxysporum F. solani R. solani S. sclerotiorum

Figura 12 - Atividade especifica de NAGase (U.rty de isolados d&richodermaem presenca de parede
celular dos fitopatdgenod-. oxysporum, F. solani, R. solaré S. sclerotiorum.
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Tabela 7 - As maiores atividades especificas de NA§aprovenientes ddrichodermadas quatro indugdes (FO
=F. oxysporum S =F. solani,RS =R. solanj SS =S. sclerotiorun).

Espécie Isolado Inducdo Atividade especifica de NAGase (U.m’g_

T. asperellum 356/01 FO 105,8 2
T. asperellum40T/03  FS 238"
T. harzianum 12/06 FO 20,0 ©
T. asperellum TOO FO 14,3 ¢
T. harzianum 12/06 SS 10,0 °©
T. asperellum 360/01  FO 8,6
T. asperellum 353/02 FO 7,0 9
T. harzianum 12/06 FS 6,8 ¢
T. erinaceum 17/06 RS 6,5 ¢
T. asperellum 468/02  SS 6,1 ¢
T. erinaceum 19/03  FO 58"

ALMEIDA et al. (2007) observaram uma atividade especifica ddJ4yig*,
dentro de isolados de harzianumem presenca de parede celular de RS, como sendo a
maior atividade encontrada, isso indica que tasltados encontrados sao promissores.

4.2.2. Fosfatase acida

Em relacdo a fosfatase é&cida, os isoladosTdehoderma apresentaram
diferentes perfis de atividade especifica (Figu&. 1A parede celular de RS se
apresentou como o melhor indutor dessa enzima,degla parede celular de FS
(Tabela 6), enquanto as paredes celulares de FOnéi&apresentaram diferencas entre
seus resultados gerais. A maior atividade espadidficfosfatase acida foi encontrada na
inducaoT. asperellun856/01 em presenca de FO (35,9 Ulngeguido da inducab.
harzianum 100T/01 em presenca de FS (26,9 UYngr. asperellum40T/03 em
presenca de FS (24,4 U.i)gTrichodermaspp.55/03 em presenca de SS (17,7 Ujng
eT. harzianumi80/01 em presenca de RS (14,9 UYjn@abela 8).
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T. erinaceum_17/06
T. asperellum_468/02
T. harzianum_26/03
T. asperellum_360/01
T. koningiopsis_03/07
T. harzianum_481/02
T. harzianum_12/04
Desconhecido_11/09
T. harzianum_5T/01
T. tomentosum_476/02
T. asperellum_45T/01
T. koningiopsis_03/06
T. harzianum_481/01
T. erinaceum_19/03
T. asperellum_356/01
T. harzianum_12/06
T. harzianum_29/15
T. koningiopsis_11/06
T. harzianum_06T/01
T. harzianum_05/05
T. harzianum_348/01
T. koningiopsis_06/03
T. asperellum_40T/03
T. harzianum_100T/01
T. asperellum_04/10
T. asperellum_400/01
Desconhecido_40/03
T. harzianum_05/08
T. asperellum_328/01
T. harzianum_27/04
T. harzianum_483/01
T. harzianum_475/02
T. asperellum_482/01
T. harzianum_46/05
T. harzianum_397/01
T. harzianum_488/02
T. harzianum_489/02
T. harzianum_490/02
T. ghanense_11/08

T. asperellum_325/01
Desconhecido_55/02
T. harzianum_485/01
T. harzianum_479/01
T. tomentosum_29/11
T. asperellum_05/01
T. asperellum_11/11
T. asperellum_247/01
T. asperellum_328/02
T. harzianum_484/01
T. asperellum_362/02
T. harzianum_494/01
T. harzianum_475/01
T. tomentosum_495/01
T. asperellum_339/01
T. hamatum_398/01
T. harzianum_486/01
T. asperellum_483/02
T. koningiopsis_03/04
T. asperellum_353/02
T. harzianum_25/02
T. erinaceum_47T/01
T. harzianum_490/01
T. asperellum_355/01
T. harzianum_480/02
T. asperellum_337/01
T. asperellum_349/02
T. harzianum_480/01
T. harzianum_26/05
T. ghanense_11/02

T. harzianum_05/03
Desconhecido_55/03
T. harzianum_487/02
T. tomentosum_45/01
T. harzianum_15/05
T. asperellum_04/02
T. harzianum_479/02
T. harzianum_492/02
T. harzianum_346/01
T. asperellum_Tn/02
T. harzianum_11T/01
T. brevicompactum_55/01
T. harzianum_75/02
T. asperellum_346/02
T. asperellum_352/01
T. asperellum_356/02
T. asperellum_333/02
T. asperellum_330/01
T. asperellum_333/01
T. asperellum_364/01
T. harzianum_476/01
T. tomentosum_364/02
T. virens_301/01

T. harzianum_21/02
T. asperellum_400/02
T. erinaceum_362/01
T. harzianum_26/02
T. asperellum_357/01
T. tomentosum_419/02
T. harzianum_ALL-42
T. asperellum_T00

Atividade especifica de Fosfatase acida (U.mg %)

F. oxysporum F. solani R.solani S. sclerotiorum

Figura 13 - Atividade especifica de Fosfatase acidal.mg™) de isolados dérichodermaem presenca de parede
ceular dos fitopatégenog-. oxysporum, F. solani, R. solareé S. sclerotiorum
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Tabela 8 - As maiores atividades especificas de Fatsise acida provenientes ddrichoderma das quatro
indug@es (FO =F. oxysporum FS =F. solani, RS =R. solanj SS =S. sclerotiorun).

Espécie Isolado Inducdo Atividade especifica de Fosfatase acida (U.iyg
T. asperellum 356/01 FO 359 °?
T. harzianum 100T/01 FS 26,9 °
T. asperellum 40T/03 FS 24,4 ¢
Trichoderma spp. 55/03  SS 17,7 °
T. harzianum 480/01 RS 14,9 °
T. harzianum 483/01 RS 132 °
T. asperellum 333/02 RS 13,0 °
T. asperellum 337/01 RS 12,1 °

SOUZA (2011) encontrou uma atividade especifica0@ U.mg" no seu
extrato bruto em meio de cultura otimizado paraagcdo de fosfatase acida pelo
isolado T. harzianum os resultados encontrados abrem novas possdekdpara a
producdo dessa enzima, além de possuirem um extirato puro, por indicarem
atividades especificas mais elevadas, o que facilit processo de purificacdo dessa

enzima.

4.2.3.p-glicosidase

Em geral, os isolados daichodermaapresentaram atividades especificas de
B-glicosidase (Figura 14). De acordo com as paredédares trabalhadas, a parede
celular de RS se apresentou como o melhor indw@ssalenzima, seguida da parede
celular de FS e SS, sendo que a parede celularOdseFapresentou como o pior
substrato analisado (Tabela 6). A maior atividadpeeifica dep-glicosidase foi
encontrada na induc&io asperellumt0T/03 em presenca de FS (10,6 Ungeguido
da inducadr. koningiopsisl1/06 em presenca de RS (5,7 UMnd. asperellun862/02
em presenca de RS (5,4 UMgT. harzianunB97/01 em presenca de FS (4,8 Ulng
T. harzianum480/01 em presenca de RS (4,4 Uin@abela 9).
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T. erinaceum_17/06

T. asperellum_468/02
T. harzianum_26/03
T. asperellum_360/01
T. koningiopsis_03/07
T. harzianum_481/02
T. harzianum_12/04
Desconhecido_11/09
T. harzianum_5T/01
T. tomentosum_476/02
T. asperellum_45T/01
T. koningiopsis_03/06
T. harzianum_481/01
T. erinaceum_19/03

T. asperellum_356/01
T. harzianum_12/06
T. harzianum_29/15
T. koningiopsis_11/06
T. harzianum_06T/01
T. harzianum_05/05
T. harzianum_348/01
T. koningiopsis_06/03
T. asperellum_40T/03
T. harzianum_100T/01
T. asperellum_04/10
T. asperellum_400/01
Desconhecido_40/03
T. harzianum_05/08
T. asperellum_328/01
T. harzianum_27/04
T. harzianum_483/01
T. harzianum_475/02
T. asperellum_482/01
T. harzianum_46/05
T. harzianum_397/01
T. harzianum_488/02
T. harzianum_489/02
T. harzianum_490/02
T. ghanense_11/08

T. asperellum_325/01
Desconhecido_55/02
T. harzianum_485/01
T. harzianum_479/01
T.tomentosum_29/11
T. asperellum_05/01
T. asperellum_11/11
T. asperellum_247/01
T. asperellum_328/02
T. harzianum_484/01
T. asperellum_362/02
T. harzianum_494/01
T. harzianum_475/01
T. tomentosum_495/01
T. asperellum_339/01
T. hamatum_398/01
T. harzianum_486/01
T. asperellum_483/02
T. koningiopsis_03/04
T. asperellum_353/02
T. harzianum_25/02
T. erinaceum_47T/01
T. harzianum_490/01
T. asperellum_355/01
T. harzianum_480/02
T. asperellum_337/01
T. asperellum_349/02
T. harzianum_480/01
T. harzianum_26/05
T. ghanense_11/02

T. harzianum_05/03
Desconhecido_55/03
T. harzianum_487/02
T. tomentosum_45/01
T. harzianum_15/05
T. asperellum_04/02
T. harzianum_479/02
T. harzianum_492/02
T. harzianum_346/01
T. asperellum_Tn/02
T. harzianum_11T/01
T. brevicompactum_55/01
T. harzianum_75/02
. asperellum_346/02
. asperellum_352/01
asperellum_356/02
. asperellum_333/02

. asperellum_330/01
. asperellum_333/01
. asperellum_364/01
T. harzianum_476/01
T. tomentosum_364/02
T. virens_301/01

T. harzianum_21/02

T. asperellum_400/02
T. erinaceum_362/01
T. harzianum_26/02

T. asperellum_357/01
T. tomentosum_419/02
T. harzianum_ALL-42
T. asperellum_TOO t

A

Atividade especificade  B-glicosidase (U.mg *

Il 10
[ |

8
e
14
B 2

F. oxysporum F. solani R. solani S. sclerotiorum

Figura 14 - Atividade especifica dg-glicosidase (U.mg) de isolados d&richodermaem presenca de parede
celular dos fitopatégenod=. oxysporum, F. solani, R. solaré S. sclerotiorum
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Tabela 9 - As maiores atividades especificas fieglicosidase provenientes d&richodermadas quatro indugtes
(FO =F. oxysporum FS =F. solani, RS =R. solani SS =S. sclerotiorun).

Espécie  Isolado Inducdo Atividade especifica dep-glicosidase (U.mg)

T. asperellum 40T/03 FS 10,6 2
T. koningiopsis 11/06 RS 57°
T. asperellum 362/02 RS 54 ¢
T. harzianum 397/01 FS 4,8 °
T. harzianum 480/01 RS 4,4 °
T. asperellum 357/01 RS 39
T. asperellum 356/01 FO 339
T.erinaceum 19/03 RS 30"
T.asperellum 05/01 RS 29"
T.asperellum TN/02 RS 2,7
T. harzianum 481/01 FS 2,6

MONTEIRO (2008) encontrou a parede celulafFdsolani(+ 75 U.mg") como
a melhor indutora dessa enzima, seguida paredéarcela R. solani(+ 50 U.mg')

utilizando um Unico isolado de harzianum

4.2.4.4-1,3-glicanase

Para a inducdo dessa enzima, praticamente todgsmaradges celulares se
mostraram competentes na inducdo dessa enzimadHi§u Somente a parede celular
de FO apresentou resultados mais baixos em redac@ncontrado nas outras condicdes
(Tabela 6). A maior atividade especificapd&,3-glicanase foi encontrada na indugao
asperellum40T/03 em presenca de FS (2070,0 UYngseguido da inducad.
harzianum 100T/01 em presenca de FS (601,2 UYngdr. erinaceum19/03 em
presenca de FS (578,8 U.MgT. erinaceunB862/01 em presenca de RS (520,3 UYng
eT. erinaceuni7/06 em presenca de RS (520,0 Ujn@abela 10).

KUBICEK et al. (2001) destacou a grande importancia dessa enaona
processo de micoparasitismo. ALMEIDé&t al. (2007) apresentaram uma atividade

especifica de 2,5 U.rfgcomo a maior atividade observada entre isolados de
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Trichodermainoculados com parede celular Be solani,0o que ressalta os resultados
obtidos nesse trabalho.

T. erinaceum_17/06

T. asperellum_468/02

T. harzianum_26/03

T. asperellum_360/01

T. koningiopsis_03/07

T. harzianum_481/02

T. harzianum_12/04
Desconhecido_11/09

T. harzianum_5T/01

T. tomentosum_476/02

T. asperellum_45T/01

T. koningiopsis_03/06

T. harzianum_481/01

T. erinaceum_19/03

T. asperellum_356/01

T. harzianum_12/06

T. harzianum_29/15

T. koningiopsis_11/06

T. harzianum_06T/01

T. harzianum_05/05

T. harzianum_348/01

T. koningiopsis_06/03

T. asperellum_40T/03

T. harzianum_100T/01

T. asperellum_04/10

T. asperellum_400/01
Desconhecido_40/03

T. harzianum_05/08

T. asperellum_328/01

T. harzianum_27/04

T. harzianum_483/01

T. harzianum_475/02

T. asperellum_482/01

T. harzianum_46/05

T. harzianum_397/01

T. harzianum_488/02

T. harzianum_489/02

T. harzianum_490/02

T. ghanense_11/08

T. asperellum_325/01
Desconhecido_55/02

T. harzianum_485/01

T. harzianum_479/01
T.tomentosum_29/11

T. asperellum_05/01

T. asperellum_11/11

T. asperellum_247/01

T. asperellum_328/02

T. harzianum_484/01

T. asperellum_362/02

T. harzianum_494/01

T. harzianum_475/01

T. tomentosum_495/01
T. asperellum_339/01

T. hamatum_398/01

T. harzianum_486/01

T. asperellum_483/02
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Tabela 10 - As maiores atividades especificas el,3-glicanase provenientes d&richoderma das quatro
indug@es (FO =F. oxysporum FS =F. solani, RS =R. solanj SS =S. sclerotiorun).

Espécie Isolado Inducdo Atividade especifica dep-1,3-glicanase (U.mg)

T. asperellum 40T/03  FS 2070,0 @
T. harzianum 100T/01  FS 601,2 °
T. erinaceum 19/03 FS 578,8 ¢
T. erinaceum 362/01 RS 520,3 ¢
T. erinaceum 17/06 RS 520,0 ¢
T. asperellum 356/01  FO 517,4 ¢
T. harzianum 05/05 RS 499,6 °
T. asperellum 40T/03 RS 451,8'
T. asperellum 328/02 RS 4482 '
T. erinaceum 17/06 FS 434,49

MONTEIRO (2008) observou uma atividade especifica de 40 U.para
parede celular tratada d® solanie de 27 U.m{§ para parede celular tratada Ee

solanipara o isolado ALL-42.

4.2.5. Proteases

No caso das proteases, 0s trés grupos analisatdsage acida, neutra e basica)
apresentaram perfis visualmente semelhantes (Fig))raléem disso, foram observadas
nas quatro condicdes fortes correlacbes entre dsdgsgrupos de forma positiva
(Tabelas 2, 3, 4 e 5). Dessa forma, esses resslt@yaram a realizagdo de uma
ANOVA entre os resultados dessas enzimas para gadae para verificar se existe

diferenca entre os valores obtidos por cada eng¢lialaela 11).
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Tabela 11 - Atividades especificas de Protease &cidseutra e basica (U.mgd) por parede celular de cada
fitopatdgeno: F. oxysporum, F. solani, R. solare S. sclerotiorum

Enzimas F. oxysporum F. solani R. solani S. sclerotiorum
Protease &cida 61,686 2 19555 P 149316 ° 126,945 ¢
Protease neutra 87,215 @ 193,933 ° 181,278 ° 175,763 °
Protease basica 101,043 @ 282,748 ® 226,534 * 207,979 2

A ANOVA ndo demonstrou diferenca entre as atividagoteoliticas na
condicdo com parede celular de FO, enquanto ossuiicélios apresentaram valores
maiores na atividade de protease basica, esse efmile ser devido a esse grupo de
proteases secretado ter um pH ideal de trabalhe slavado, o que ocasionou na

elevacao dos valores de atividade especifica.

Outro ponto para o resultado acima foi a utilizacko apenas um tipo de
substrato, no caso a azocaseina, sendo que asasnesponsaveis em sua degradagao
por possuirem pH mais basicos como ideal elevaranvatores de atividade, tal
resultado poderia ser diferente se o substrate faseemoglobina, por exemplo. A
hemoglobina é mais utilizada na dosegem de atieiéadimatica para proteases acidas,
dessa forma, os valores das atividades desse gog@riam ser maiores, visto que seria

utilizado um substrato mais especifico.

VIRTEBO et al. (2002) descreveram que proteases alcalinas e asafneaio
induzidas, provavelmente, por fontes de carbonosmamplexos, de dificil
metabolizacdo, como micélios de fitopatdogenos zatilos, o que também poderia
explicar a ocorréncia das maiores atividades eneases basicas, seguida de proteases
neutras, em algumas paredes no caso do ultimo giessa forma, optou-se por

trabalhar somente com os dados de protease basica.
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Os micélios de FS, RS e SS se mostraram como bdngores de protease
bésica, enquanto o micélio de FO ndo mostrou esahdgde (Tabela 6). A maior
atividade especifica de protease béasica foi eretatna inducdd. asperellun856/01
em presenca de FO (3499,8 U:hgseguido da inducéd. asperellum40T/03 em
presenca de FS (3055,0 UMgT. asperellum328/01 em presenca de RS (2654,5
U.mg?), T. harzianum100T/01 em presenca de FS (2651,1 UmgT. asperellum
339/01 em presenca de FS (2585,7 Ur({@abela 12).

Tabela 12 - As maiores atividades especificas de prase basica provenientes d&richoderma das quatro
indugdes (FO =F. oxysporum FS =F. solani, RS =R. solani SS =S. sclerotiorun).

Espécie  Isolado Inducdo Atividade especifica de Protease basica (U.iMy

T. asperellum 356/01 FO 3499,8 2
T. asperellum 40T/03 FS 3055,0 °
T. asperellum 328/01 RS 26545 ¢
T. harzianum 100T/01 FS 2651,1 ¢
T. asperellum 339/01 FS 2585,7 ¢
T. tomentosum 45/01  SS 1294,4 °
T. harzianum 476/01 RS 1093,2 ¢

Os resultados foram comparados por ANOVA e utiliadaste Scott-KnotoE0,05) para os distinguirem.

5. CONCLUSOES

A maioria dos isolados identificados sdo das espéCi harzianume T.

asperellum
* As atividades de algumas enzimas sao correlacisréggf@endendo do indutor;
* A atividade de uma enzima é dependente da parédarce
* Isolados destaques:

o T. asperellunB56/01 - em todas as enzimas estudadas em paiedt ce

F. oxysporum
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o T. asperellumd0T/03 eT. harzianumlO0T/01, - praticamente em todas as

enzimas enfr. solani;

» Trichoderma spp55/03 - apresentou as maiores atividades em Fesfata

acida e Proteases em parede celuld&.dslani;

« T. erinaceum17/06 - atividades expressivas em NAGase, nasdeare
celulares dé-. solanie R. solanj e emB-1,3-glicanase, na parede celular de

R. solani.

6. PERSPECTIVAS

» Caracterizagao do isolados:
» Avaliagdo do antagonismo frente aos fitopatdgenos;
» Cruzamento entre dados enzimaticos x dados degiat@mtagonistico;

» Teste em campo dos isolados eficiemedtro;

* Sequenciamento dos genes:
* Subunidade 2 da RNA polimerase (rpb2);
* Actina (act);
» Construcdo de uma arvore filogenética para cade; gen

» Construcdo de uma arvore filogenética a partirrda analise multilocus;

» Descricdo morfoldgica (se constatado que se tetanth nova espécie).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Por se tratar de um ACB amplamente utilizado emardiss tipos de lavouras, é
necessaria a procura de novos isolados ou, até eneenespécies daichodermaque

possuam um grande potencial para ser aplicadompaa

O levantamento do perfil enzimatico é fundamentaldecisdo da escolha do
isolado a ser utilizado em uma possivel aplicagdccampo, pois cada isolado se
comporta de modo Unico dependendo da situacdo emelguse encontra, contribuindo
mais ou menos para o crescimento das plantasasdoemais ou menos enzimas que
estdo envolvidas com o processo de micoparasiti©®sdsolados que foram destacados
possuem um enorme potencial para serem aplicadasasmpo no controle de pragas
agricolas, para a producdo em larga escala de eteamdnada enzima, por fim, em uso
biotecnoldgico.

Essa caracterizagdo propicia um melhor entendoneld mecanismo de
micoparasitismo do géneffrichodermafrente a fitopatdgenos de grande importancia

econdmicaF. oxysporum, F. solani, R. solamiS. sclerotiorum
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ANEXOS

Anexo 1. Identificacao, local de coleta e culturaedorigem dos isolados dé&richodermautilizados.

Eﬁgrerlccllag;{: Nomeclatura EMBRAPA Municipio - Estado Geolocalizago Cultura agricola de origem Identificacéo

1 17/06 Santo Anténio de Goias - GO 16° 29' 55,9" 89° 17’ 32,4" W Feijdo T. erinaceum

2 468/02 Formosa-GO 15°10'43,3"S  47° 35 3w1" Feijao T. asperellum

3 26/03 Dueré - TO 11°22'30"S 49°22'30"W T. harzianum

4 360/01 Santo Antdnio de Goias - GO 16° 29’ 5|/9” 49°17' 32,4" W Feijao T. asperellum

6 03/07 Mucugé - BA 13°17°08,1"S 41°24'11@r T. koningiopsis

7 481/02 Formosa-GO 15°10'43,3"S  47° 35 3w1" Feijao T. harzianum

8 12/04 Patos de Minas - MG 19°00'54,0"S 47°283" W T. harzianum

9 11/09 Mucugé - BA 13°17°08,1"S 41°24'11@r Feijao Desconhecido  #+*
11 5T/01 T. harzianum

12 476/02 Formosa-GO 15°10'43,3"S 47°35"3w1 Feijao T. tomentosum

13 45T/01 T. asperellum

14 03/06 Mucugé - BA 13°17°08,1"S 41° 24’ 11\W Batata T. koningiopsis
15 481/01 Formosa-GO 15°10'43,3"S  47°35"3W1 T. harzianum

16 19/03 Santo Antdnio de Goias - GO 16° 29' 579" 49° 17’ 32,4" W Banana T. erinaceum

17 356/01 Santo Antonio de Goias - GO 16° 29' 5%/9” 49° 17’ 32,4" W Feijao T. asperellum  »«
18 12/06 Patos de Minas - MG 19°00'54,0"S 47°A/R3" W T. harzianum

19 29/15 Taquarituba - SP 23°35'43,4"S  49° RYBW Feijao T. harzianum

20 11/06 Mucugé - BA 13°17°08,1"S 41° 24’ 11\W Feijao T. koningiopsis

22 06T/01 T. harzianum

23 05/05 Mucugé - BA 13°17'08,1"S 41°24' 11\ T. harzianum

25 348/01 Inconfidentes-MG 22°19'13,0"S 46° 285" W Morango T. harzianum

26 06/03 Mucugé - BA 13°17°08,1"S 41° 24’ 11\W T. koningiopsis
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28
29
30
31
32
33
34

35

36
37
38
39
40
41
44
45
46
a7
48
49
51
52
53
54
55
58
59
60
61

40T/03
100T/01
04/10
400/01
40/03
05/08
328/01

27104

483/01
475/02
482/01
46/05
397/01
488/02
489/02
490/02
11/08
325/01
55/02
485/01
479/01
29/11
05/01
11/11
247/01
328/02
484/01
362/02
494/01

Mucugé - BA
Irai-MG
Agua Fria - GO
Mucugé - BA

Dueré - TO

Formosa-GO
Formosa-GO
Formosa-GO
Rio Verde - GO
Irai-MG
Formosa-GO
Formosa-GO
Formosa-GO
Mucugé - BA
Inconfidentes-MG
Agua Fria - GO
Formosa-GO
Formosa-GO
Taquarituba - SP
Mucugé - BA
Mucugé - BA
Santo Antonio de Goias - GO

Formosa-GO
Santo Antbnio de Goias - GO

Formosa-GO

13°17°08,1” S 41° 24’ 11\
18°59'22,5"S 47°28 33,1"W
14°45'18,0"S  47° 57448V
13°17'08,1"S 41° 24 11\W
11°22°30"S 49°22’30"W
15°10'43,3"S  47°35"3W1
15°10'43,3"S 47°35"3w1
15°10'43,3"S  47°35"3w1
17°48'43,4"S 51° BA4W
18°59'22,5"S 47°28 33,1"W
15°10'43,3"S  47°35"3w1
15°10'43,3"S 47°35"3W1
15°10'43,3"S 47°35"3w1
13°17°08,1” S 41° 24’ 11\
22°19'13,0"S 46° 285" W
14°45'18,0"S  47° 57448V
15°10'43,3"S 47°35"3w1
15°10'43,3"S 47°35"3W1
23°35'43,4"S  49° BBW

13°17°08,1” S 41° 24’ 11\
13°17'08,1"S 41° 24’ 11\W
16° 29’ 559" 49° 17' 32,4" W

15°10'43,3"S 47°35"3W1
16° 29' 559" 49° 17' 32,4" W
15°10'43,3"S 47°35"3w1

eifgo
Feijdo
Feijao

Milheto + Brachiaria

decumbens
Feijdo
Feijao

Soja

eifgo

Feijao

Morango

Morango

Feijao
Feijdo
Feijao

Feijao
Feijdo

T. asperellum
T. harzianum
T. asperellum
T. asperellum
Desconhecido
. harzianum

. asperellum
. harzianum

. harzianum
. harzianum
. asperellum
. harzianum
. harzianum

. harzianum

4 4 4 4 4 4 4 4 = o

. harzianum
T. harzianum
T. ghanense
T. asperellum
Desconhecido
T. harzianum
T. harzianum

T. tomentosum
T. asperellum

. asperellum

. asperellum

. asperellum

. harzianum

. asperellum

4 4 4 4 4 4

. harzianum

*kk
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63
64
65
66
68
70
73
74
75
7
78
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
92
93
95
97
98
99
101

475/01
495/01
339/01
398/01
486/01
483/02
03/04
353/02
25/02
47T/01
490/01
355/01
480/02
337/01
349/02
480/01
26/05
11/02
05/03
55/03
487/02
45/01
15/05
04/02
479/02
492/02
346/01
Tn/02
11T/01

Formosa-GO
Formosa-GO
Inconfidentes-MG
Irai-MG
Formosa-GO
Formosa-GO
Mucugé - BA
Inconfidentes-MG
Dueré - TO
Santo Antdnio de Goias - GO
Formosa-GO
Santo Antonio de Goias - GO
Formosa-GO
Inconfidentes-MG
Inconfidentes-MG
Formosa-GO
Dueré - TO
Mucugé - BA
Mucugé - BA
Agua Fria - GO
Formosa-GO
Agua Fria - GO
Patos de Minas - MG
Mucugé - BA
Formosa-GO
Formosa-GO
Inconfidentes-MG
Holambra-SP
Santo Antonio de Goias - GO

15°10'43,3"S
15°10'43,3" S
22°19'13,0"S
18°59'22,5" S
15°10'43,3" S
15°10'43,3" S
13°17°08,1” S
22°19'13,0"S
11°22’30"S

47° 35"3n1
47° 35"3W,1
46° 285" W
47° 28 33,1" W
47° 35"3n1
47° 35"3W,1
41° 24’ 11\
46° 285" W
49°22'30"W

16° 29’ 559” 49° 17 32,4" W

15°10'43,3" S

47° 35"3n1

16° 29' 559" 49° 17' 32,4" W

15°10'43,3"S
22°19'13,0"S
22°19'13,0"S
15°10'43,3" S
11°22’30"S
13°17°08,1” S
13°17°08,1” S
14° 45'18,0" S
15°10'43,3" S
14° 45'18,0" S
19° 00’ 54,0 S
13°17°08,1” S
15°10'43,3"S
15°10'43,3" S
22°19'13,0"S
22°36'41,1"S

47° 35"3n1
46° 285" W
46° 285" W
47° 35"3W,1
49°22'30"W
41° 24’ 11\
41° 24’ 11\
47° 57448V
47° 35"3n1
47° 57448V
A47°AHR3" W
41° 24’ 11\
47° 35"3M1
47° 35"3W,1
46° 285" W
47° 04’ 31V@”

16° 29’559 49°17'32,4"W

Morango

eifgo
Feijao
Morango
Soja + Feijao
Feijao
Feijdo

Morango
Morango

MilhetdBrachiaria brizantha

Feijao
Feijao
Morango
Feijdo
Soja
Tomate

Feijdo
Morango

Turfa Nacional
Milho+Milheto

T. harzianum
T. tomentosum
T. asperellum
T. hamatum
T. harzianum
T. asperellum
T. koningiopsis
T. asperellum
. harzianum
. erinaceum
. harzianum
. asperellum
. harzianum
. asperellum
. asperellum

4 A4 4 4 4 4 4 4

. harzianum
T. harzianum
T. ghanense
T. harzianum
Desconhecido
T. harzianum

T. tomentosum
T. harzianum
T. asperellum
T. harzianum
T. harzianum
T. harzianum
T. asperellum
T. harzianum

*

*%

*kk

*
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103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
ALL-42
TOO

55/01
75/02
346/02
352/01
356/02
333/02
330/01
333/01
364/01
476/01
364/02
301/01
21/02
400/02
362/01
26/02
357/01
419/02
ALL-42

TOO

Agua Fria - GO
Santo Antonio de Goias - GO
Inconfidentes-MG
Inconfidentes-MG
Santo Antonio de Goias - GO
Inconfidentes-MG
Inconfidentes-MG

Santo Antonio de Goias - GO
Formosa-GO
Santo Ant6nio de Goias-GO
Holambra-SP
Dueré - TO
Irai-MG
Santo Antonio de Goias - GO
Dueré - TO
Santo Antonio de Goias - GO
Irai-MG
Rio Verde - GO
PAD - Brasilia - DF

18°59'22,5" S
17°48'43,4"S  519'48,4"W

14°45'18,0"S  47° HAAW
16° 29' 559" 49° 17' 32,4" W
22°19'13,0"S 46° 285" W
22°19'13,0"S 46° 285" W
16°29'55,9 49°17' 324" W
22°19'13,0"S 46° 285" W
22°19'13,0"S 46° 285" W

16°29'55,9 49°17' 324" W
15°10'43,3"S  47°383"3y,

16°29' 559" 49° 17° 32,4" W
22°36'41,1"S 47° 04’ 318

11°22°30”"S 49°22'30"W

18°59'22,5"S 47°28 33,1"W

16°29'55,9 49°17' 324" W
11°22°30"S 49°22'30"W
16°29'55,9 49°17' 324" W

15°48'00" S 47° 50" 3V

47° 28 33,1" W

Morango
Arroz + Brachiaria
Morango
Morango
Feijdo
Morango
Morango

Morango / Feijao
Feijao
Feijao
Turfa Importada
Pousio
Feijao
Morango

Feijdo

Pomar de Goiaba
Solo

T. brevicompactum

T. harzianum
. asperellum
. asperellum
. asperellum
. asperellum
. asperellum  *
. asperellum
. asperellum

4 =4 A4 A4 4 4 A -

. harzianum
T. tomentosum  *
T. virens
T. harzianum
T. asperellum
T. erinaceum
T. harzianum
T. asperellum
T. tomentosum  *
T. harzianum  *
T. asperellum

* |dentificagcdo pelo TrichoBLAST utilizando ITS 12-etefle confirmado utilizando andlise Bayesiana com ITS.
** |dentificacdo pelo TrichoBLAST utilizando ITS-12 etefl e confirmado utilizando analise Bayesiana com

tefl

*** Nao foi identificado por nenhuma técnica utdida.

As células vazias condizem com os dados nao ref@spala EMBRAPA Arroz e Feijdo.
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Abstract

The potential of the gendsichodermaas a biocontrol agent in relation to plant
diseases has been recognized since the 1930s.speweies offrichodermahave been
used successfully in the commercial biological oandf fungal pathogens of interest to
agriculture, such aSclerotinia sclerotioruma fungus that has devastated several
cultures of common beanBl{aseolus vulgarig.) in Brazil. The aims of this study
were to characterize at the molecular level theabyadic profile of different
Trichodermastrains from Brazilian cerrado, and to evaluagedhility of these to
antagonizes. sclerotiorunvia the production of cell wall-degrading enzyn(€8VDES)
and volatile antibiotics. Of twenty-one isolate®,86% were identified aB.

asperellum 33.33%T. harzianum14.29%T. tomentosurand 4.76% of .
koningiopsisT. erinaceumTheT. asperellunspecies showed the greatest CWDE
activity, but no species showed a specific seanativa specific group of CWDE. The
364/01, 483/02 and 356/02 strainsTofasperellunshowed high and medium specific
activities of key enzymes in the mycoparasitic psscbut did not show a good capacity
for antagonism. No significant correlation betw&€3NDE/antagonism or metabolic
profile/antagonism were found. The quality of beengood candidate for biological
control is more related to environmental adaptasiod the type of pathogen than to a
specific species ofrichoderma

Keywords:Trichoderma, ITS, Phenotype microarray, antagonisiycoparasitism,
CWDE.

Introduction

The genusTrichoderma (Ascomycetes, Hypocreales) was first described by
Persoon over 200 years ago (Persoon 1794), andstomd anamorphic fungi that
mainly inhabit soil, organic matter and decayinget (Kubicek et al 2008).
Trichodermaspecies are among the most commonly distributedifun nature and can
be found in ecosystems ranging from tundra to t@p(Samuels 1996). This ability to
survive in different regions can be attributed heit diversified metabolic capabilities

as well as to their natural competitive aggresgikiain and Eveleigh 1998).
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Trichoderma spp. have a large number of mechanisms for sunaal
proliferation including physical attack and degr#mta of other fungi, and utilization of
complex carbohydrates (Harman et 2004). Due to these characteristics, these fungi
are economically important and are used in comrakeapplications such as industrial
enzyme production, heterologous protein expresgkumbicek and Penttila 1998),
antibiotic production (Sivasithamparam and Ghisdil#998) and as biological control
agents (BCA) against plant pathogenic fungi (Bengeal 2004). However, there are
also negative effects caused Taychodermaincluding indoor contamination (Thrane et
al. 2001), pathogenic action against commercial fygiaby 1998) and action as an

opportunistic pathogen in immuno compromised huniinsdics et al2003).

The potential of the genuBrichodermaas a biocontrol agent in plant disease
was first recognized in the early 1930s by Weirgllf/eindling 1934) who described
the action of mycoparasititrichodermaagainstRhizoctonisandSclerotinia,as well as
its beneficial effects in controlling plant diseaSelerotinia sclerotioruntan cause a
disease known as white mold that affects a widgea hosts. In Brazil, this disease is
one of the major problems in the highly mechanireidated winter production of
common beansPhaseolus vulgarid.) (Meinhardt et al2002) in Cerrado areas. The
brazilian cerrado is a savanna-like region thaece®wa large area of Brazil and this area
are converted to a bean and soybean plantatios. ids prompted several studies in
this area and some speciesfathodermahave been used successfully, including in the
commercial biological control of fungal pathogerisnberest to agriculture. The control
of these pathogens can occur through several mischgnthe most relevant being:
competition for nutrients, production of volatilenca nonvolatile antibiotics and
production of hydrolytic enzymes (reviewed by Beniket al 2004). The mechanism

involves the action of hydrolytic enzymes and isokn as mycoparasitism.
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Mycoparasitism appears to be a complex processvimgothe recognition of the plant
pathogen by chemotropism, with coiling around ththpgen and appresoria formation,
followed by cell wall degrading enzymes (CWDE) greptaibols production (Howell
2003), which is mediated by heterotrimeric G-pmateand mitogen-activated protein

(MAP) kinases (Zeilinger and Omann 2007).

Fungi of the genu3richodermaare good producers of hydrolytic enzymes and
the most studied of these belong to the chitinoly(chitinases and N§-
acetylglucosaminidases (NAGase)) and glucanolytfz1,8-glucanases) systems
followed by protease families (Almeida et @D07; De Marco and Felix 2002). The
composition of the cell wall of plant pathogensrsimportant feature for inducing the
production of these enzymes. The fungal cell wak icomplex structure consisting of
80-90 % carbohydrate (mostly polysaccharides sushglacans, chitin, cellulose,
mannans and others), and 10-20 % proteins, lipaths, and organic pigments (Elad et

al. 1983).

In an attempt to understand the mechanism of myesfsm, several studies
have been carried out to identify new enzymes weablin this process using genomic
and proteomic approaches (Steindorff et al. 2018nt&iro et al2010), to explain the
synergism between hydrolytic enzymes, and betwaeypnees and antibiotics (Reithner

et al. 2005), as well as cell signaling during fitrenation of CWDEs (Silva et a2009).

The aims of this study were to characterize CWD&dpction at the molecular
level, and evaluate the antagonistic ability, ancktaholic profile of various

Trichodermastrains isolated from Cerrado in Brazil.
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Materials and methods

Microorganisms and culture conditions

Twenty strains of Trichoderma spp. (EMBRAPA-CNPAF) isolated from
brazilian cerrado converted to a bean plantati@hbld 1), T. harzianum(ALL-42) and
S. sclerotiorum(EMBRAPA-CNPAF) were used in this study. The manganisms

were maintained on potato dextrose agar (PDA) plate8°C.

DNA extraction and rDNA amplification/sequencing

DNA was isolated from frozen and lyophilized myoeli according to
methodology proposed by Raeder and Broda (198%. nittlear rRNA gene cluster
containing the internal transcribed spacer (ITSn#l ITS2 and the 5.8S rRNA gene
was amplified using the primer combination ITS1 dm&4, following the protocol
described by White et al. (1990). Similarly, a pmrtof translation elongation factor 1
alpha gene téfl) (short %' intron) was amplified using the primers teflfw-(5'
GTGAGCGTGGTATCACCA-TCG-3') and teflrev (5-GCCATCTGGAGACCA-
GC-3') following the protocol described by Kulln@radinger et al.(2002). After
amplification, the PCR product was subjected toeajettrophoresis in a 1 % agarose
gel and purified using a protocol based on PEGygibllene glycol) — 20 % PEG, 2.5
M NaCl, 80 % ethanol and pure ethanol - the prodcpurification was used for
sequencing in a reaction using DYEnamic™ ET Tertoin&ycle Sequencing Kit from
GE Healthcare, according to the manufacturer'sunosbns, and electrophoresed using

the ABI Prism 3100 (Applied Biosystems).
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Analysis of sequence data

DNA sequences were aligned using the software &lliXsv2.0.12. The terminal
regions with poor alignment were manually removeth@ BioEdit v7.0.5.3, and the
remaining portions were aligned together. Sequestalysis of the ITS andefl
amplicons was performed using the TRICHOKEY 2.0u@inina et al 2005) and
TRICHOBLAST (Kopchinskiy et al 2005) tools available online at

http://www.isth.info/ The sequences were deposited in GenBank (Table 1)

The phylogenetic reconstruction using the Bayesipproach was performed
according to Jaklitsch et al. (2006) througHL gene using Mr. Bayes v3.1.2. The best
model proposed by Mr. Modeltest v2.3 based on AK3 & Hasegawa-Kishino-Yano
(HKY) + Gamma distribution (G) model. Markov chd#onte Carlo (mcmc) sampling
was performed with 1 x $@enerations. The Bayesian posterior probabil{iigs were
obtained from the 50% majority rule consensus 816 trees (one tree sampled from

each 10 generations) after removal of 4000 fietgrusing the “burnin” process.

The tree was rooted witlefl sequence of the OY6607 (FJ619248.1) strain from

T. longibrachiatum

Metabolic profile analysis

The global carbon assimilation profiles were eatdd by the Biolog Phenotype
MicroArray technique (Druzhinina et al. 2006) usiBgplog FF MicroPlate (Biolog).

The Trichodermastrains were grown in 2 % malt extract agar uralabient
laboratory conditions with diffuse daylight at 26.°The inoculums were prepared after
conidial maturation (2-3 days) by rolling a sterieetted cotton swab in the area that
contained the conidia. The conidia were suspenadd im| of sterile phytagel (0.25 %

Phytagel, 0.03 % Tween 40) in disposable borosditabes (20 x 150 mm). The spore
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solution was mixed manually for 5 seconds and aegugor Tsgp of 75 % = 3 %.

Afterwards, 100 ul of spore solution were trangdro each well of the FF MicroPlate.
The MicroPlates were kept in the dark at 25 °C. Theelial growth was measured
through Asp at 12 h, 24 h and 48 h. Eaghichodermastrain was analyzed in three
independent experiments using different inoculu@isister analyses were performed
using Mev v.4.6.1 (Saeed et al. 2003) using theg8eaproduct-moment correlation

coefficient as a similarity statistic, and averéigkage clustering as linkage method.

Volatile metabolites from Trichodermaspp. againstS. sclerotiorum

Separate plates containing PDA medium were inoedlat the center with a
mycelial disc of 5 mm containing. sclerotiorunor the differentTrichodermastrains.
The lids were removed and two plates were inveateti placed on top of another plate.
The two plate bases were then sealed with a ddapée of parafiim. The plates were
kept in Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.) inculbatb25 °C with a photoperiod of
12 h. The pathogen was in the upper plate to agoid interference by antagonistic
spores in the plate inoculated wigh sclerotiorum The moment of evaluation was
determined as the time when the pathogen completelgred the control plate without
Trichoderma The diameters of pathogens were measured and tasedlculate the
percentage of inhibition in relation to the contptdte. The experiment was conducted
with three repetitions for eachirichodermastrain and results were compared by
analysis of variance and use the Scott-Knott pesttfi = 5 %) to distinguish samples
that differ, analyzed using the SISVAR software.eThorrelation analysis was

performed using the STATISITICA 8.0 software and Bearson correlation.
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Dual culture test

To examine the antagonism Bfichodermaspp. strains again§t. sclerotiorum,
discs of PDA medium (5 mm diameter) were taken ftbm edge of actively growing
colonies of fresh fungal cultures and placed ondindace of a fresh PDA plate at a
spacing of 4 cm. The plates were incubated in BOZ54C with a photoperiod of 12 h.
The evaluation was performed when the pathogen lstetp covered the control plate

without Trichoderma

The evaluation of antagonism was carried out adogréb the classification
proposed by Bell et al. (1982) as follows: Gradeltichodermagrows on the pathogen
and occupies the entire surface of the medium;egial -Trichodermagrows on 87.5
% of the surface of the medium; grade Prichodermagrows on about 66.6 % of the
surface of the medium; grade 2.5richodermagrows on about 62.5 % of the surface
of the medium; grade 3Trichodermaoccupies approximately half of the surface of the
medium; grade 3.5Frichodermagrows on about 37.5 % of the surface of the mmadiu
grade 4 -Trichodermagrows on about 33.3 % of the surface of the nmagdgrade 5 -
Trichodermadoes not grow and pathogen occupies the entifacguof the medium.
The experiment was conducted with three repetittongachTrichodermastrain and

the results were compared by ANOVA as describedabo

Enzyme production and enzymatic assays

For hydrolytic enzyme production, discs (3 mm ditanefrom Trichoderma
strains previously grown on malt extract, yeastraottand glucose (MYG) medium
were inoculated into TLE medium (Ca@H,O 0.3 g.I' , KH,PO, 2.0 g.L'',
(NH.)2SO; 1.4 g.I'', MgSQ,.7H,0 0.3 g.I}, Urea 0.3 g.L, Peptone 1.0 git, trace

elements solution (B& Zr?*, Mn?*, CU#") 0.1 %). As the carbon and nitrogen source
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was added lyophilized cell wall &. sclerotiorum(0.5 %) obtained after maceration
with mortar and pestle. The cultures were growtas ml conical flasks with constant
shaking (120 rpm) at 28 °C. After 48 h, the myaeliwas harvested by filtration

through filter paper, and the culture filtrate wes®d as a source of enzymes.

The chitinase, NAGase, acid phophatagglucosidase,a-mannosidase and
ABFase activities were determined usipigp-derived substrateg-nitrophenyl-NN-
diacetylchitobiosideo ptNPNNDC) (2.5 mM), p-nitrophenyl$-N-acetylglucosamina
(p-NPNAG) (5 mM), p-nitrophenyl-phosphatep{NPP) (5 mM), p-nitrophenyl$-D-
glucopyranoside ptNPGluc) (5 mM),p-nitrophenyle-D-manopyranosidep(NPMan)
(5 mM) andp-nitrophenylea-L-arabinopyranosidep(NPABF) (5 mM). The reactions
were carried out in microplate assay format. Theapanixtures contained 1@ of
enzyme solution, 4Ql of pnp-derived solution and 104 of buffer. The molarity and
the pHs of the buffers were: sodium acetate bi&EemM, pH 4.8, 5.0, 5.5 and 6.0 for
acid phophatase/L-arabinofuranosidase, chitinase, NAGase dhdlucosidaser-
mannosidase respectively. After incubation of thetune at 37 °C for 15 minutes, the
reaction was stopped by the addition of 10®mf NaCO; (1 M). The amount of-
nitrophenol f-NP) was determined spectrophotometrically agsAOne unit of enzyme
activity was defined as the amount of enzyme necgds release fimol dep-NP per
minute. Only enzyme assays with standard devia{féD) less than 20 % were

accepted.

The lipase activity was determined usipegnitrophenyl-palmitate p-NPPa)
(Sigm&) as a substrate at a concentration of 5 mM inomiteile (Jain et al. 2005). The
assay mixtures contained 1QADof enzyme solution, 2Ql of p-NPPa solution and 100

ul of 0.1 mol.I* sodium phosphate buffer (pH 7.0) containing 0.20fMNaCl and 0.9
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% v/v Triton X-100. After incubation of the mixturat 37 °C for 30 minutes the
reaction was transferred to a domestic microwawe@nd irradiated for 30 seconds on
medium low power to stop the reaction. The enzyotwities were calculated as above.

Only enzyme assays with SD less than 20 % werepsaxte

The B-1,3-glucanase activity was determined using lanmingSigm&) as a
substrate at a concentration of 0.75 % w/v in sodacetate buffer (50 mM, pH 5.0)
(Ramada et ak010). The assay mixtures containedul©f enzyme solution and 2d
of laminarin solution. After incubation of the mixe at 50 °C for 10 minutes, 1@0of
3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) were added and ibated at 95 °C for 5 minutes. The
amount of reducing sugar was determined spectropteitically at Ao One unit of
enzyme activity was defined as the amount of enzgeeessary to releaseutnol of

reducing sugar per minute. Only enzyme assays Siittess than 20 % were accepted.

The proteases activities were determined usingassit (Sigm¥) as a substrate
at a concentration of 0.25 % w/v in phosphatefgtiauffer (50 mM, pH 5.0 and pH
7.0) and Tris-HCI (50 mM, pH 8.5) for acid, neuteald basic proteases respectively
(Cabral et al2004). The assay mixtures containedu2@®f enzyme solution, 4@l of
azocasein solution and 40of the respective buffers. After incubation oé timixture at
37 °C for 30 minutes, 100l of trichloroacetic acid (TCA) 10 % w/v were addedd
the samples incubated at 4 °C for 10 minutes. Bnepkes were centrifuged at 2,500
rpm for 30 minutes and 10@ of supernatant were transferred to another mlatep
containing 10Qul of NaOH (1 M), and read at48. One unit of enzyme activity was
defined as the amount of enzyme necessary to eldvanhit of absorbance per minute.

Only enzyme assays with SD less than 20 % werepsate
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The protein concentrations of samples were detathlyy the Bradford assay

(Bradford 1976) using bovine serum albumin (BSArS#) as a standard.

The enzyme assays were conducted with two repaditior each sample and
results were compared by ANOVA and use the ScottKpost-testd = 5 %) to

distinguish samples that differ, analyzed usingSH&VAR software.

Results

Molecular identification

The isolates were identified using molecular to&®ITHOKEY 2.0 based on
ITS sequence. When it was not possible TrichoBLA®&s used for specie
identification using both sequences ITS 1 - 2 a&fd bth intron, as indicated in Table 1.
The identification was confirmed by Bayesian anialys tefl cluster (Fig.1). Nine out
of 21 isolates were identified @& asperellum(42.86 %) followed by seven ak
harzianum (33.33 %), three a3. tomentosum(14.29 %) and one of each as

koningiopsiq4.76 %) and'. erinaceun{4.76 %) (Table 1).

Metabolic profile analysis

The metabolic profiles of isolates were charazesgti using Biolog FF
MicroPlates (Biolog). Separate analyses were peror for mycelial production,
measuring turbidity (As) at 12 h, 24 h and 48 h. Only the turbidity datal@& h are
presented here, representing mycelial formation assimilation of the test substrate
(Fig. 2). The cluster analysis separated the sraito three major groups (Pearson
coefficient > 0.8), the first containing a separgteup ofT. asperellumand one strain
of T. tomentosunthe second containinh. erinaceumT. koningiopsisT. tomentosum
and T. harzianumthe third containing two strains df. harzianumtwo strains ofT.

harzianumdid not grouped. Clusters | was 70-80 % supportkidevthe clusters Il and
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[l were 0-50 % supported after bootstrap analysith 1000 iterations. Inside of
Cluster Il there are two sub-groups formed, ongaiomgT. koningiopsisl1/06 andT.
erinaceum17/06 supported with 80-90% bootstrap analysis aiter containingT.
tomentosun864/02,T. harzianumd76/01 andl. harzianun494/01 supported with 90-
100 % after bootstrap analysis (data not shown).cAs be observed, the groups
containing T. harzianumdo not correlate with the groups generated in quipthic
analysis, indicating variability among species Bf harzianumas described by
Druzhinina et al. (2010). Even that, internal ctustg withinT. harzianunmshowed four
separated groups (Pearson coefficient > 0.8), atitig a metabolic versatility in these
species. These data demonstrate the importancéhi®ftaol in identification of

Trichodermastrains and understanding in a global sense.

Another application of Biolog data is in the arsady of specific metabolic
properties offrichodermaspecies, as can be appreciated visually in Fighizh shows
the most assimilable carbon sources. In generalhighest growth detected among all
species was with the following carbon sources: egée, glycerol, D-mannitol, N-
acetyl-D-glucosamine, i-erythritol, gentiobiose, abbitol, D-fructose, dextrin and
xylose. On the other hand, poor or non-growth whaseoved on glucuronamide,
(quando colocado na andlise, leva a formacdo deagmmpamento sem sentido), N-
acetyl-D-galactosamine, sedoheptulosan, p-Hydroasphacetic acid, L-pyroglutamic
acid, L-fucose, rhamnose and psicoBeasperellunandT. tomentosurd76/02 showed
greater growth on substrates, followed Tayharzianum, T. gamsil. tomentosupr.
koningiopsisand T. erinaceumSpecific carbon source species assimilation wasd
only for T. asperellumand T. tomentosum476/02 which was the only one that

assimilated D-melezitose.
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Potential for antagonistic activity

The potential for antagonism in the strains wasessed by the inhibition of
pathogen growth by volatile metabolites producedsojates ofTrichoderma,and by
direct pairing of cultures. The strains 11/T1 &sperellumand ALL-42 {T. harzianum
showed the greatest inhibition (> 50 %) $f sclerotiorumgrowth in the volatile
metabolites production test. Most strains showeadagerate inhibition [{ 30%) and
only three strains 364/02T ( tomentosuin 400/01 T. asperelluh and 476/02 T.
tomenstosuinshowed an inefficient (< 10 %) inhibition &. sclerotiorumgrowth
(Table 2). In dual culture test the 11/11 ésperellumnand ALL-42 {T. harzianum as
well as the 29/11 strainT( tomenstosujnreceived the best evaluations in Bell's
classification (Table 2). Most of the remainingagis showed an efficient and moderate
antagonism again§. sclerotiorumand the strains 356/0d .(asperelluryy 475/02 T.
harzianum) and 479/02 T. harzianum showed inefficient antagonism (Table 2).
Despite observing no statistical difference betwienspecies in growth inhibition &f
sclerotiorum tendency among the species were observed, indic#tte variability
within the genusTrichoderma Furthermore, a correlation was observed between
volatile metabolites production and antagonism regjéd. sclerotiorum(r = 0.55; p =
0.0069) (data not shown), this outcome indicates @kistence of a tendency of the
efficient strains in the antagonism process toffieient in the growth inhibition ofS.

sclerotiorum

CWDE analysis

In general, when presented wih sclerotioruncell wall, the strains examined

secrete a number of different CWDEs, such chitinapeoteases, glucanase, lipase,
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phosphatasep-manosidase o-L-arabinofuranosidase anfl-glucosidase (Fig. 3 or
Supplemental material 1). The highest chitinaseciipeactivity was found fromT.
asperellum356/02 (1.067 U.m§ p < 0.001) followed of thre&. harzianumstrains
ALL-42 (0.626 U.mg), 475/02 (0.460 U.mY, 487/02 (0.452 U.mb and T.
asperellum483/02 (0.438 U.m{). The highest NAGase specific activity was obtdine
with T. asperellum168/02 (6.148 U.ni§ p < 0.001) and isolaték asperellun856/02
and 483/02 had expressive values but do not statigfers of others strains that had
not expressive values. For acid phosphatase pihodudivo T. asperellumstrains
showed greater activity, namely 357/01 (4.017 U'mg < 0.001) and 400/01 (3.782
U.mg?, p < 0.001), followed by twd. harzianumstrains, 487/02 (2.364 U.riipand
479/02 (1.638 U.md); and T. asperellum364/01 (1.457 U.mY. The B-glucosidase
specific activity was highest if. asperellum364/01 (1.736 U.m§ p < 0.001)
followed by T. asperellum360/01 (1.015 U.m{ p < 0.001) and by strains that had
similar performancesT. koningiopsis11/06 (0.784 U.m{), T. harzianum494/01
(0.763 U.m@) and T. erinaceum17/06 (0.698 U.mg). In relation to ABFaseg-

manosidase and lipase, no strain showed exceptomedmes.

The 483/02, 364/01 and 468/02 strainsTofasperellumshowed the highe$-
1,3-glucanase specific activity (3,156 Umg3,120 U.mg and 2,703 U.m{
respectively, p < 0.001). THE erinaceunml?7/06 strain showed a strong result (2,669
U.mg?) followed by two T. asperellumstrains, 360/01 (2,423 U.rily and 356/02

(2,413 U.mg).

The activities of three types of proteases (acidutral and basic) were
evaluated. The following strains showed high priytgoactivity for these three groups

respectively:T. asperellun364/01 (4.960 U.mg 12.770 U.mg, 18.770 U.mg) , T.
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harzianum475/02 (4.662 U.mg 7.753 U.mg, 8.077 U.md), T. harzianum476/01
(4.414 U.mg, 7.063 U.mg, 2.587 U.md), T. tomentosunt76/02 (4.335 U.nmgj
7.538 U.m¢d, 6.765 U.md), T. harzinaumALL-42 (3.353 U.mg, 7.813 U.md, 4.406
U.mg") andT. asperellumd83/02 (2.744 U.m§ 7.143 U.mg, 8.832 U.md). When
protease profiles were compared, acid and basiegses did not show similar (p <

0.05) profile while neutral protease showed eqgealvben both (p < 0.05).

Discussion

The present study reports for the first time a cletepcharacterization at the
molecular and biochemical level dfrichodermastrains isolated directly from an
agroecosystem in Brazil. This approach was usentdar to select potential candidates
for biological control in the field again§. sclerotiorum The most common way to
identify Trichoderma strains includes morphological and molecular temines.
However, studies to assess the biodiversityrafhodermahave demonstrated that the
use of only isolated tools is not enough to expldna diversity, principally inT.
asperellumand T. harzianum(Kubicek et al 2003; Hoyos-Carvajal et .a2009). A
variety of seven species was found in the analgteins, mainlyl. asperellunmandT.
harzianum, followed by T. tomentosum Many studies have demonstrated that
neotropical regions like Brazil show a high biodsity of Trichodermaand the species
T. asperellumandT. harzianumare most frequently found (Kubicek et 2008; Hoyos-
Carvajal et al 2009; Annes et al2010). Due to this high diversity, a correct
classification at the species level is sometimd$icdit, for example, using only
morphological approaches. Even molecular identificais difficult, principally when
using only sequences from public data banks sué@ea8ank that have sequences with
wrong identification. However, a specific databasd software was developed recently

and the identification of species, including neve@ps has become easier (Druzhinina
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et al 2005) and more reliable. Among the 21 strainsy amk strains could not be
identified using TrichOkey, but was identified byichoBLAST, as three isolates of
harzianumand three isolates df. tomentosumgoupled of phylogenetic analysis. This

data emphasizes the necessity of others methammfom specie identification.

The diversity of Trichoderma species is clearly reflected in the metabolic
profiles, principally forT. harzianumThis species could be grouped witherinacium
T. koningiopsisas well as withT. tomentosumFurthermore, the strain 476/0Z. (
tomentosumwas grouped witd. asperellunmand just them metabolize D-melelitose in
biolog analysis. Hoyos-Carvajal et #2009) also observed this fact and suggest the
possibility of genetic interchange betweEnharzianumandT. tomentosumtdowever,
for T. asperellumand T. tomentosumpour data suggest a similar evolution in
metabolism probably in response to environmentesi genetic interchange between
these species is impossible because the diffeiartbeir genome (Kubicek et al. 2011).
In relation toT. asperellumpur metabolic data showed a clear two distincttehss
(Fig.2). Hoyos-Carvajal et al2009) also observed this behavior Tn asperellum
strains and suggested a high metabolic diversitly. iasperellumisolated from tropical
regions. Recently, Samuels et al. (2010) usingnab@mation of genomic, proteomic and
classical mycological techniques showed thatasperellumconsists of two cryptic
speciesT. asperellumT. asperelloidesp. nov.. Despite this fact, our results did not
distinguish this two cryptic species neithert@il nor morphological analysis. These
observations taken together support the idea @rbgeneity within the neotropical
harzianumand T. asperellum(Hoyos-Carvajal et al2009). The number studies of
phylogeny using metabolic characteristics has awxd lately, it can be a great tool for
solving problems in phylogeny based on ITS sequenoel principally in screening of

Trichodermaspecies for industrial application (reviewed bya®dasova and Druzhinina
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2010). Here we grouped unknowrsichoderma clusters (29/11, 364/02, 476/02)
(397/01, 479/02, ALL-42) based on ITS andfl sequences and phylogenetic
information into al. tomentosurandT. harzianuntlusters, respectively, and identified
a potential candidates if. asperellumfor production ofa-1,4 andp-1,4 hydrolytic

enzymes that will be further investigated for biamadegradation.

The main parameters for success in biological cbfity Trichodermaare the
production of CWDE, antibiosis and competition fartrients (Almeida et al2007).
Most studies of mycoparasitism analyze the prodacof chitinasesp-1,3-glunases
and proteases (De Marco et 2002; Almeida et al2007; Gajera and Vakhaia 2010)
and this phenomenonis closely related to pathogédmall composition (Viterbo et al
2002). We previously reported that other enzymes s13 phosphatases and lipases are
involved in mycoparasitism (Silva et. &009). Furthermore new enzymes suchuas
mannosidase and ABFase, also related to mycopamasiare being identified by our
group using proteomic approaches (Monteiro eR@l0). Our results demonstrate that
T. asperellumproduced the best CWDE activities. No species sHosexretion of a
specific group of CWDE, and a high diversity in tbeel of secretion of enzymes was
found even within in the same species. This fagt ba explained by the high
complexity of CWDE gene regulation; these genessalgected to different rates of

evolution and adaptation caused by different emvirental pressures.

Some strains were revealed as stronger candidatibe process of biological
control of S. sclerotiorum The 364/01, 483/02 and 356/02 strainsTofasperellum
showed high and medium specific activities of kewynes in the mycoparasitic
process, such as for chitinase, NAGagek,3-glucanases, proteases and the capacity of

to metabolize several substrates in Biolog analysiportant for nutrient competition.
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The highest specific activity of acid phosphatabseoved in these strains is another
important point. It is known that acid phosphatas@volved in the release of inorganic
phosphate from soil that this can be used by pl@hitomare et al 1999). Thus, the
utilization of these strains in the biological catof S. sclerotioruncan contribute to

plant development.

The low specific activity of ABFaseg-manosidase and lipase found in
Trichodermastrains could be explained by the small amounthefr substrate in the
composition ofS. sclerotioruncell wall (Bartnicki-Garcia 1968), since most CWDE
are inducible by substrate. Monteiro et (@010) reported high levels efmanosidase
from T. harzianunin the presence @&. solani,and Silva et al(2009) also observed the
same with lipase fronl. reeseiduring mycoparasitism againgtythium ultimum

suggesting that the secretion of these enzymdsyippathogen dependent.

Unfortunately high production of CWDEs does not rgméee successful
biocontrol byTrichoderma The process is complex and many other factors imeis
considered before choosing an isolate for fieldiapfon. These include analysis of the
ability of Trichodermato produce and/or resist metabolites, antibiasigdification of
rhizosphere, production of toxic compounds andhtibéotics, increase in plant growth
(biofertilization), stimulation of plant-defense amanisms and, most importantly, the
survival of theTrichodermain the environment (revised by Benitez et 2004). For
instance, Almeida et a{2007) did not find correlation between CWDE proiiion and
frequency of coiling during the screeningTaichodermastrains for biological control
of R. solani Here, we found significant correlation (r > Ofb< 0.01) only between

proteases, chitinase/antagonism and glucanase/padiease (data not shown) but is
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necessary caution with these outcomes becauseutnbens of samples used in this

work is small and it need a large group of samplelitain a data more reliable.

The results of antibiosis and antagonism analysewed the process not to be
species-dependent. Different strains of the sameeiap exhibited different results and
no correlation between species was found, only rgysm between antibiosis and
antagonism were found. The same results were ey Annes et a(2010) during
characterization of field isolates ofrichoderma for antagonism ofR. solani
Furthermore, no synergistic correlation betweemagonism and CWDE production was
detected (data not shown), excepted for chitin&se. example, despite the 364/01,
483/02 and 356/02 strains ®f asperellunshowing high CWDE production, the same
strains did not show a good capacity for antagoniSorthermore, the metabolic
capacity seems not to be correlated with antaggnisimce the best antagonism
candidates (ALL42; 11/11 and 29/11) showed differofiles in biolog analysis (Fig.
2, isolated marked with a blue rectangle). Thesalte stress the complexity of events

that occur during biological control @yichoderma

In an attempt to develop a rapid screening systembifocontrol-competent
strains of Trichoderma,Scherm et al. (2009) identified by subtraction Igization
some specific genes that could be used as matdergever, even in these groups of
genes, the authors discuss that the ability foagortistic activity can be related to the
efficiency of expression of these genes in thegires of the host, showing the diversity
even within species. These contexts support tha itat the capacity to be a good
candidate for biological control is more relatecgtvironmental adaptation and the type
of pathogenic challenge than to specific speciedridhoderma Due to this fact,

formulations ofTrichodermato be applied in the field should be considereataiaing
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a mixture of different species/strains with differeantagonism and mycoparasitism
characteristics related to pathogen type, and magsortantly, strains should be used
that are well adapted to the agroecosystem whesg will be applied. Thus, the
development and use of a universal product forogighl control is increasingly far

from being realized.

The molecular, enzymatic and metabolic analysesortegp in this study
succeeded indentifyingrichodermastrains that have great potential for use in the
combat against the phytopathogenic fun§usclerotiorumWe demonstrated that the
tools of analysis are important to the identifioatiof good candidates for biological
control. These data, together with data from fiesting, currently underway, will be
fundamental to the selection of strainsTathodermain order to achieve more efficient

formulations for the control of fungal pathogens.
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Figure Legend

Fig. 1 The consensus tree obtained by Bayesian analfysfl sequences with the
HKY + G model. Straing. asperelluni1/11, 356/02, 357/01, 360/01, 362/02, 364/01
are represent by. asperellun#68/02 because them have sagefésequence.

Fig. 2 The global carbon assimilation profiles from stsaof Trichoderma(A;so, 48h).
The mycelium growth is given in absorbance corradpw scale of color. Cluster
analyses were based in the grown on fonts of caglaluated using Pearson product-
moment correlation coefficient as a similarity sttit, and average linkage clustering as
linkage method. The experiment was carried outied independent way and the
results is showed with mean error less than 10#e Bdctangle shows the isolates with
the best antagonism/volatile metabolites production

Fig. 3 Specific activities of CWDEs from strains dfrichodermagrown on S.
sclerotiorumcell wall. (A) Cladogram obtained by Bayesian gs@ oftefl sequences.
Specific activities of enzymes that hayap-derivatives as substrates: chitinase,
NAGase, acid phosphatasp;glucosidase,a-manosidase, ABFase and lipase (B).
Specific activities of-1,3-glucanase (C), acid, neutral and basic prege#d3). All the
experiments were performed in triplicate and thsults show the mean with error less

than 10%.

* The highest specific activities for each enzynseng ANOVA with Scott-Knott post-
test @ = 5 %).
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Table Title

Table 1 Identification and sequencesTaichodermastrains used.

Accession number

Isolate Geolocalization Identificatiorf
ITS1and?2 tefl
11/06 -13°13' 05.01" -41° 22’ 36.50" T. koningiopsis HQ857120 HQ857137
11/11 -13°13' 05.01" -41°22' 36.50" T. asperellum HQ857129 HQ857151
17/06 -16° 29’ 36.59” -49° 18’ 06.13” T. erinaceum HQ857130 HQ857133
29/11 -23° 25’ 29.57" -49° 13’ 28.18” T. tomentosum* HQ857127 HQ857149
356/02 -16° 30’ 12.63" -49° 17' 27.13" T. asperellum HQ857123 HQ857153
357/01 -16° 30’ 07.57" -49° 17° 27.01" T. asperellum HQ857114 HQ857134
360/01 -16° 30’ 10.22” -49° 17° 37.12" T. asperellum HQ857131 HQ857143
362/02 -16° 30’ 09.80” -49° 17" 35.05" T. asperellum HQ857124 HQ857132
364/01 -16° 30’ 06.87” -49° 17' 22.10" T. asperellum HQ857112 HQ857144
364/02 -16° 30’ 06.87” -49° 17’ 22.10” T. tomentosum* HQ857116 HQ857147
397/01 -18° 56’ 50.55” -47° 29’ 46.05" T. harzianum* HQ857108 HQ857139
400/01 -18° 56’ 29.60" -47°29' 46.05" T. asperellum HQ857121 HQ857150
468/02 -15° 39’ 48.08” -47° 20’ 41.57" T. asperellum HQ857128 HQ857152
475/02 -15° 39’ 48.08” -47° 20’ 41.57” T. harzianum HQ857115 HQ857145
476/01 -15° 39’ 48.08” -47° 20’ 41.57” T. harzianum HQ857109 HQ857140
476/02 -15° 39’ 48.08” -47° 20’ 41.57” T. tomentosum* HQ857119 HQ857146
479/02 -15° 39’ 48.08” -47° 20’ 41.57” T. harzianum* HQ857118 HQ857142
483/02 -15° 39’ 48.08” -47° 20’ 41.57" T. asperellum HQ857110 HQ857154
487/02 -15° 39’ 48.08” -47° 20’ 41.57” T. harzianum HQ857113 HQ857138
494/01 -15° 39’ 48.08” -47° 20’ 41.57” T. harzianum HQ857125 HQ857155
ALL-42  -17°46'02.25" -50°56'24.00" T. harzianum* HQ857122 HQ857136

*TrichoBLAST identification using ITS 1 - 2 and feB" intron and confirmed using Bayesian

analysis withtefl
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Table 2 Antagonism and growth inhibition dfrichodermastrains againss.
sclerotiorum

Growth inhibition by volatile

Strains Species Antagonism* Metabolites™* (%)
11/06 T. koningiopsis 2.00 b 40.67 e
11/11 T. asperellum 1.33 a 55.50 e
17/06 T. erinaceum 3.00 c 40.00 e
29/11 T. tomentosum 1.00 a 31.67 e
356/02 T. asperellum 3.33 d 29.33 e
357/01 T. asperellum 2.67 c 32.00 e
360/01 T. asperellum 1.67 b 33.33 e
362/02 T. asperellum 2.00 b 20.00 f
364/01 T. asperellum 2.00 b 20.67 f
364/02 T. tomentosum 2.67 c 8.33 f
397/01 T. harzianum 3.00 c 26.33 f
400/01 T. asperellum 3.00 c 8.33 f
468/02 T. asperellum 2.00 b 25.00 f
475/02 T. harzianum 4.00 d 15.00 f
476/01 T. harzianum 3.00 c 24.00 f
476/02 T. tomentosum 2.00 b 8.33 f
479/02 T. harzianum 3.67 d 23.33 f
483/02 T. asperellum 2.67 c 16.67 f
487/02 T. harzianum 3.00 c 18.67 f
494/01 T. harzianum 2.00 b 21.67 f
ALL-42 T. harzianum 1.00 a 60.00 e

* classification proposed by Bell.

** Similar letters do not differ by Scott Knott pietest @ = 5 %).

a = high efficient; b = efficient; ¢ = moderated=dinefficient; e = efficient in growth inhibitionf, =

inefficient in growth inhibition.
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Figures

Fig. 1
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Fig.2
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Fig.3
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