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RESUMO

O controle biologico ¢ uma ferramenta importante para o manejo de doengas de
plantas que vem sendo cada vez mais adotada. Os agentes de controle bioldgico
podem ser encontrados naturalmente nos sistemas agricolas ou podem ser
introduzidos, visando o controle de patogenos. Dentre esses agentes, espécies do
género Trichoderma t€m sido amplamente utilizadas como a base para produtos
bioldgicos com agdo fungicida. Esse projeto visou conhecer a diversidade de
fungos do género Trichoderma no bioma Caatinga em comparagdo com areas
agricolas, e avaliar a sua eficacia contra Rhizoctonia solani. Amostras de solo
foram coletadas de areas de Caatinga natural e 4reas convertidas em plantios de
bananeira (Musa spp.) em Jaiba- Minas Gerais. A densidade populacional média
de Trichoderma estimada em meio semisseletivo foi de 2,5 log UFC/g de solo em
areas de Caatinga, enquanto a densidade de outros fungos foi de 4,0 log UFC/g. Em
areas convertidas para o plantio de bananeira, a densidade média de Trichoderma
foi de 1,4 log UFC/g, enquanto outros fungos foram de 3,7 log UFC/g de outros
fungos. Portanto, as populagdes de Trichoderma representaram respectivamente,
8,5% e 3,4% do total de fungos em areas de Caatinga e plantios de bananeira. Um
total de 80 isolados, 26 de areas convertidas para o plantio de bananeira e 54 de
areas de Caatinga foram analisados por meio de BOX-PCR para o estudo da
diversidade genética. Esses isolados foram agrupados em 67 grupos genéticos de
acordo com perfis de bandas amplificadas. Quinze isolados foram selecionados ao
acaso com base nos grupos genéticos para a identificagdo por meio do
sequenciamento da regido tefl. Dentre esses isolados, 4 foram identificados como
T. longibrachiatum, 1 como T. neokoningii, 6 como T. pseudoasperelloides e 4
como 7. hunanense. Ensaios de antagonismo in planta contra R. solani mostraram
que o isolado PEL39 de T. neokoningii reduziu a incidéncia da doenca em 26% e o
isolado RBS12 de T. pseudoasperelloides reduziu em 12% em relagdo ao controle
ndo tratado, enquanto os isolados SW2-YU, e RB26 de T longibrachiatum e SW2-
59 de T. hunanense nao reduziram a incidéncia da doenca. Esses resultados
evidenciam a variacdo na atividade dos isolados e os proximos estudos se
concentrardo na avaliagdo do potencial antagonistico dos isolados ainda nao

testados in planta.

Palavras-chave: biocontrole; antagonismo; Caatinga; Trichoderma sp



ABSTRAT

Biological control is an important tool for managing plant diseases and has been increasingly
adopted in agricultural systems. Biological control agents can occur naturally or be
introduced to suppress pathogens. Among these agents, species of the genus Trichoderma
have been widely used as the basis for fungicidal biological products. This study aimed to
assess the diversity of Trichoderma in the Caatinga biome compared with agricultural areas,
and to evaluate their effectiveness against Rhizoctonia solani. Soil samples were collected
from natural Caatinga and banana (Musa spp.) plantations in Jaiba, Minas Gerais, Brazil.
The mean population density of Trichoderma, estimated on semi-selective medium, was 2.5
log CFU/g of soil in the Caatinga and 1.4 log CFU/g in banana plantations, representing
8.5% and 3.4% of total fungal populations, respectively. A total of 80 isolates 54 from
Caatinga and 26 from banana plantations were analyzed by BOX-PCR for genetic diversity,
resulting in 67 genetic groups based on amplified band patterns. Fifteen isolates were
randomly selected based on genetic grouping and identified through sequencing of the tef]
region: 4 were identified as T. longibrachiatum, 1 as T. neokoningii, 6 as T.
pseudoasperelloides, and 4 as T. hunanense. In planta antagonism, assays against R. solani
showed that isolate PEL39 (7. neokoningii) reduced disease incidence by 26%, and isolate
RBS12 (T. pseudoasperelloides) reduced incidence by 12%, compared to the untreated
control, while 7. longibrachiatum and T. hunanense isolates showed no significant effect.
These results highlight variability in the biocontrol activity among isolates, and future

studies will focus on evaluating the antagonistic potential of untested isolates in planta.

Keywords: biological control; antagonism; Caatinga; Trichoderma spp.



INDICADORES DE IMPACTOS

O uso de agentes de controle bioldgico como os fungos do género Trichoderma representa
uma importante estratégia para promover a sustentabilidade agricola, especialmente em
regides sensiveis como a Caatinga. Este bioma exclusivamente brasileiro, apesar de
frequentemente associado a escassez hidrica e a degradagao ambiental, abriga uma riqueza
microbioldgica ainda pouco explorada, mas com alto potencial para inovagao no manejo de
doencas de plantas. A utilizagdo de isolados nativos de Trichoderma contribui para a
preservacao da biodiversidade funcional do solo, promovendo praticas agricolas menos
dependentes de produtos quimicos e mais integradas ao equilibrio ecologico local. Do ponto
de vista ambiental, o controle bioldgico reduz a contaminagdo de solos e recursos hidricos,
contribuindo para a conservagdo de ecossistemas. Em termos tecnoldgicos, a identificagdo
de novos isolados com atividade antagonista contra patégenos como Rhizoctonia solani
oferece oportunidades para o desenvolvimento de bioinsumos regionais, valorizando os
recursos locais e incentivando a inovagdo agroecologica. Culturalmente, esse tipo de
pesquisa valoriza o bioma Caatinga e promove uma agricultura adaptada as condi¢des
climaticas e ecoldgicas da regido, respeitando os saberes locais e fortalecendo a identidade
dos agricultores enquanto agentes de conservagdo. Socialmente, o uso de 7Trichoderma como
agente de biocontrole pode reduzir custos com defensivos agricolas, diminuir riscos a saude
dos produtores e aumentar a seguranca alimentar por meio de praticas sustentdveis. A
producao e o uso de bioinsumos locais também favorecem a geragdo de renda, a autonomia
dos agricultores e o fortalecimento de redes de cooperagao entre pesquisa, extensao rural e
comunidades. Dessa forma, o estudo da diversidade de Trichoderma na Caatinga e sua
aplicacdo no controle de fitopatdgenos apresenta impactos integrados ambientais, sociais,
culturais e tecnoldgicos que apontam para uma agricultura mais sustentavel, resiliente e

comprometida com o uso responsavel da biodiversidade brasileira.



IMPACT INDICATORS

The use of biological control agents such as fungi from the Trichoderma genus represents
an important strategy for promoting sustainable agriculture, especially in environmentally
sensitive regions like the Caatinga. This uniquely Brazilian biome, often associated with
water scarcity and environmental degradation, harbors a rich and largely unexplored
microbial diversity with high potential for innovation in plant disease management. Utilizing
native Trichoderma isolates contributes to the preservation of soil functional biodiversity,
encouraging agricultural practices that rely less on chemical inputs and are more aligned
with local ecological balance. From an environmental perspective, biological control reduces
soil and water contamination, aiding in the conservation of ecosystems. In technological
terms, the identification of new isolates with antagonistic activity against pathogens such as
Rhizoctonia solani creates opportunities for the development of regionally based bio-inputs,
adding value to local resources and fostering agroecological innovation. Culturally, this type
of research highlights the value of the Caatinga biome and promotes farming systems
adapted to its climatic and ecological conditions, respecting traditional knowledge and
strengthening the identity of farmers as agents of conservation. Socially, the use of
Trichoderma as a biocontrol agent can reduce agricultural costs, decrease health risks for
producers, and enhance food security through more sustainable practices. The local
production and application of bio-inputs also support income generation, farmer autonomy,
and the strengthening of cooperative networks between research institutions, extension
services, and rural communities. Thus, studying the diversity of Trichoderma in the Caatinga
and its application in pathogen control presents interconnected impacts environmental,
social, cultural, and technological that point toward a more sustainable, resilient agriculture

rooted in the responsible use of Brazilian biodiversity.
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1. INTRODUCAO

O bioma Caatinga se estende por uma vasta area no Nordeste do Brasil, cobrindo
aproximadamente 826.411 km?, principalmente na regido semidrida, abrangendo dez estados
brasileiros: Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia
e Minas Gerais (SILVA; LEAL & TABARELLI, 2018). E caracterizado por um mosaico de
plantas de porte arbustivo espinhoso, xeréfitas, caducifolias e florestas sazonalmente secas
(LEAL et al., 2003). Reconhecida por sua rica diversidade de plantas, a Caatinga ¢ subdividida
em nove ecorregides biogeograficas bastante heterogéneas, largamente influenciadas pelo grau
de aridez (CASTELLETTI et al., 2004). Embora tenham sido alcangados avangos significativos
na caracteriza¢do da Caatinga ao longo das tltimas décadas, a documentagdo e a compreensao
das comunidades microbianas, bem como o entendimento dos impactos do manejo do solo
sobre a biodiversidade microbiana, ainda estdo carentes de informagdes substanciais (LEAL et
al., 2003).

Considerando o fato de que o bioma Caatinga ainda ¢ pouco explorado do ponto de vista
de conhecimento da biodiversidade, quando comparado a outros biomas brasileiros, esse
ambiente pode abrigar diversos microrganismos ainda ndao conhecidos € com potencial
biotecnoldgico ainda nao explorado (LEAL et al., 2005). Além disso, as condigdes de alta
temperatura e baixa pluviosidade fazem desse bioma um ambiente extremo, onde os
microrganismos e plantas residentes precisam possuir estratégias de sobrevivéncia bem
ajustadas as condi¢des ambientais (PRADO, 2003). Para sobreviver a circunstancias
ecossistémicas extremas, plantas e microrganismos precisam apresentar estratégias adaptativas
que podem ndo ser as mesmas encontradas em outros ambientes (SILVA & SOUZA, 2018).
Por conta disso, esses organismos podem ter componentes genéticos que sejam Unicos e que
possibilitem a expressdo de produtos génicos que sejam alinhados com as suas estratégias
adaptativas (OP DE BEECK et al., 2020). Conhecer a biodiversidade desses ambientes,
representa a possibilidade de descobrir novos microrganismos com potencial biotecnologico
ainda ndo explorado, bem como novas espécies a serem descritas.

Entre os agentes de biocontrole mais amplamente utilizados em todo o mundo, destaca-
se o género cosmopolita Trichoderma. Esses fungos sdo encontrados distribuidos
principalmente em solos e material em decomposi¢do, onde micoparasitam uma ampla
variedade de fungos, incluindo os fitopatogénicos. Devido a sua eficiente atividade antagonica
e a capacidade de colonizar as raizes das plantas, formando uma associacdo simbidtica,

Trichoderma tem sido objeto de extensas pesquisas. As cepas selecionadas e altamente ativas
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deste género sdo aplicadas em sementes, solo e tratamentos foliares, sendo utilizadas
como biofungicidas, bioestimulantes de plantas e biofertilizantes, conforme varios estudos
recentes (NAHER et al., 2014; SESAN et al., 2020; SILVA et al., 2019).

O cultivo extensivo em grandes areas, especialmente por meio do sistema de
monocultura, pode levar ao desenvolvimento de doengas e estresses que t€ém o potencial de
causar impactos significativos na produtividade (LOPES et al., 2018). Entre a série de doencas
as quais tem sido associada a grandes perdas econdmicas, a Rhizoctonia solani tem capacidade
de causar tombamento de pré e pds-emergéncia, podridao da raiz e do hipocétilo e queima foliar
(EMBRAPA, 1999). O manejo eficaz desta doenca se baseia na implementagdo de varias
medidas de controle, incluindo o uso de sementes certificadas e tratadas com fungicidas ou
produtos bioldgicos. O uso de cultivares resistentes € uma estratégia importante, mas a escassez
de variedades comerciais com altos niveis de resisténcia tem sido um obstaculo significativo no
controle da doenca. Como resultado, os tratamentos de sementes com fungicidas tém sido
amplamente adotados como o principal método de controle de R. solani, oferecendo protecao,
tanto a semente quanto a muda durante os estagios iniciais de crescimento (MICHEREFF et al.,
2005; MAZZOLA; FREILICH, 2016; TIMMUSK et al., 2017).

Dentre as diferentes abordagens de controle de doencas de plantas, o controle bioldgico
emerge como uma alternativa ecoldgica e eficiente no controle de R. solani. Esse método
constitui uma importante ferramenta no manejo de fitopatdgenos radiculares, agindo de forma
preventiva ou direta sobre as estruturas do patégeno ao longo do ciclo da cultura. Além disso,
a literatura vem mostrando que essa abordagem contribui de maneira significativa para uma
agricultura segura, economica e sustentavel (MICHEREFF et al., 2005; MAZZOLA;
FREILICH, 2016; TIMMUSK et al., 2017).

Conforme destacado por Carvalho et al. (2015), os solos brasileiros sdo reconhecidos
por abrigar uma vasta diversidade de espécies de Trichoderma. Esse rico ambiente ¢ alvo
constante de pesquisas, pois constitui um reservatorio vasto de cepas com potencial para serem
usadas no controle bioldgico de fitopatogenos em uma variedade de sistemas agricolas
(MARCUZZO; CARVALHO, 2018; REDDA et al., 2018). Embora possua uma rica
biodiversidade, a Caatinga permanece como um dos ecossistemas menos estudados e
compreendidos no Brasil, diante disso este trabalho tem como objetivo isolar, identificar e
descrever novas cepas do género Trichoderma, oriundos da caatinga e avaliar o potencial de

biocontrole contra Rhizoctonia solani.
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2. JUSTIFICATIVA

A Caatinga ¢ um bioma ainda pouco explorado do ponto de vista de conhecimento da
biodiversidade. Por conta disso, sdo necessarios esfor¢os para conhecimento da diversidade de
microrganismos presentes nesse ambiente. Esses ecossistemas podem ser reservatorios de
novos microrganismos, incluindo novas espécies de Trichoderma com potencial para utilizagao
no biocontrole de doencas de plantas. A pesquisa sobre a diversidade fingica nos solos do
bioma Caatinga ainda ¢ uma area pouco explorada. Embora os fungos desempenhem fungdes
ecossistémicas cruciais, como a decomposicao de matéria organica e ciclagem de nutrientes,
seu isolamento, caracterizacdo e identificacdo nado tém recebido a devida atencdo no Brasil,
especialmente quando comparados a outros biomas do pais (BAIL et al., 2022; LEITE et al.,
2023). Além disso, os poucos estudos de diversidade na Caatinga costumam concentrar-se na
preservagao da fauna e flora, enquanto o microbioma do solo ¢ frequentemente negligenciado
(RIBEIRO et al., 2019; DOS SANTOS et al.,2019; DA SILVA; LEAL & TABARELLI, 2018).

O monitoramento recente revelou uma consideravel redugcdo na extensao dos
fragmentos de Caatinga. Atualmente, esses fragmentos cobrem apenas 53% da area original. O
declinio na cobertura vegetal ¢ um indicador das pressdes ambientais e das mudangas no uso
da terra que afetam esse ecossistema unico (RIBEIRO et al., 2015). A redu¢do ou perda da
diversidade fingica em 4reas alteradas por acdes antropogénicas pode resultar na completa
extin¢do de linhagens de fungos (NIC LUGHADHA et al., 2020). O isolamento, caracteriza¢ao
taxondmica e identificacdo de novas espécies sdao fundamentais para aprimorar nosso
conhecimento e a gestdo adequada do bioma, além de contribuirem para a documentacao da
biodiversidade micoldgica da Caatinga. E importante salientar que, tais agdes sdo vitais para
proteger as espécies fungicas. O presente estudo vis a bioprospeccao de cepas de Trichoderma
com potencial para o controle de R. solani em soja, bem como o reconhecimento da
biodiversidade de novas espécies oriundas da Caatinga. O acesso a biodiversidade do género
permitird conhecer novos reservatorios de recursos e caracteristicas individuais ainda

inexploradas.

3. HIPOTESES

e O ambiente da Caatinga ¢ rico em uma diversidade de espécies de Trichoderma com
potencial para serem usadas no biocontrole de Rhizoctonia solani em soja;

¢ O bioma Caatinga abriga espécies de Trichoderma ainda nao descritas.
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4. OBJETIVO GERAL

e Analisar a diversidade de isolados de Trichoderma do ambiente da Caatinga, utilizando
andlises das caracteristicas morfologicas e moleculares, e avaliar o potencial de

biocontrole dessas cepas no controle de R. solani em soja.

5. REFERENCIAL TEORICO

5.1 O bioma Caatinga

O Brasil abriga cerca de 20% da biodiversidade global e possui seis biomas distintos,
entre os quais a Mata Atlantica e o Cerrado estdo incluidos nos 34 “hotspots” de biodiversidade
prioritarios para conservacdo (ABRANCHES et al., 2020; MYERS, 2000). Cada bioma
brasileiro ¢ caracterizado por ecossistemas Unicos, tipos especificos de vegetacdao, condigdes
climaticas particulares e interacdes ecoldgicas distintas (ABRANCHES et al., 2020). Alguns
desses biomas, como a Mata Atlantica, o Cerrado e a Caatinga, sdo exclusivos do Brasil
(MYERS et al., 2000).

A Caatinga se refere a vasta regido que abrange os estados do Piaui, Ceard, Rio Grande
do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e parte de Minas Gerais, situada no
vale do Jequitinhonha, ¢ um complexo ecossistema composto por arbustos espinhosos e
florestas sazonalmente secas. Sua extensdo alcanga aproximadamente 826.411 km?. Limitada a
leste e oeste pelas florestas Atlantica e Amazonica, e ao sul pelo Cerrado, a Caatinga
caracteriza-se por sua localizagdo em depressdes interplanalticas, com altitudes entre 300 e 500
metros, constituidas por sedimentos do Cretaceo ou Terciario, que originalmente cobriam o
escudo basal do Pré-Cambriano (AB’SABER,1977). E também reconhecida como a maior
floresta tropical seca da América do Sul e € a unica ecorregido brasileira de grande extensdo
que nao compartilha territério com outros paises (MORO et al., 2016).

Esse bioma esta sujeito a secas periddicas, marcadas por longos periodos de escassez de
chuvas e altas temperaturas (DA SILVA; LEAL & TABARELLI, 2018). A precipitacdo anual
¢ inferior a 1000 mm, porém, o aspecto mais distintivo da regido ¢ a variagdo na quantidade e
distribuicdo das chuvas ao longo do tempo e do espaco, o que torna as médias pluviométricas
pouco representativas (NIMER, 1972). Simplificadamente, cerca de 20% da precipitagdo anual
ocorre em um unico dia, enquanto aproximadamente 60% acontecem ao longo de apenas um

més. Em contrapartida, as temperaturas médias anuais sdo consideravelmente altas, variando
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entre 25 e 30 °C, e a umidade relativa do ar costuma ser inferior a 50%, resultando em uma
evapotranspiragdo potencial elevada, frequentemente excedendo 1500 mm por ano. Apesar
dessas condicoes adversas, a vegetacdo da Caatinga desenvolveu estratégias de adaptagao,
como a capacidade de armazenar 4gua em suas raizes (HOLBROOK, 1995).

Contudo, o bioma enfrenta desafios crescentes, como o desmatamento ¢ as mudancgas
climaticas globais, que ameagam sua sobrevivéncia (SILVA et al., 2019). Estudos realizados por
Miles et al. (2006) revelaram que aproximadamente 97% da area remanescente das florestas
tropicais secas, como a Caatinga, esta em situacao de risco devido a diversas ameacas, incluindo
a ocupagdo humana desordenada, fragmentacdo do habitat, incéndios, conversdo de areas para
uso agricola e pastagens, e os efeitos das alteracdes climaticas. Esse cenario coloca em risco a
perda da biodiversidade da fauna, flora e do microbioma do solo da Caatinga.

Em 1984, a cobertura vegetal original da Caatinga ocupava 68% de sua extensao total,
com o restante sendo convertido para agricultura ou sofrendo alteragdes significativas devido
as atividades humanas. Contudo, registros de monitoramento indicam uma consideravel
redu¢do na éarea dos fragmentos de Caatinga, os quais abrangem 41.399,196 hectares,
representando apenas 53,6% da area original (LEAL et al., 2003). Em comparagdo com
florestas tropicais como a Amazonia e a Mata Atlantica, a Caatinga ainda carece de uma
quantidade proporcionalmente menor de areas de conservagao ambiental (CASTELETTI et al.,
2004).

E crucial destacar que as Caatingas estio entre os ecossistemas mais vulneraveis as
mudangas climaticas. A falta de medidas efetivas de gestdo e regulamentacdo para a regido pode
resultar na perda de biodiversidade e na redugdo dos servigos ecossistémicos fornecidos por
esse bioma (SILVA; LEAL & TABARELLI, 2018). A area da Caatinga possui apenas 47
unidades de conservacdo, com diferentes formas de gestdo, distribuidas entre 16 federais, 7
estaduais e 24 privadas, totalizando aproximadamente 4.956 km?, o que corresponde a cerca de
6,4% do bioma (The Nature Conservance do Brasil & Associa¢ao Caatinga, 2004). No entanto,
apenas 11 dessas areas, cobrindo menos de 1% da regido, sdo classificadas como de protecao
integral, como parques nacionais, estagdes ecoldgicas e reservas bioldgicas. A Caatinga
apresenta o menor nimero € a menor extensao de areas protegidas em comparacdo com outros
biomas brasileiros. Além disso, as unidades de conservacao existentes enfrentam desafios na
protecao de toda a sua biodiversidade (PRADO, 2003).

O uso insustentavel dos recursos naturais ao longo do tempo resultou na desertificacao
e saliniza¢do do solo, aumentando a pressdo sobre a biodiversidade local (LEAL et al., 2005;

SILVA; LEAL & TABARELLI, 2018). Assim, ¢ crucial realizar pesquisas aprofundadas na
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Caatinga ndo apenas para preservar esse ecossistema singular, mas também para desenvolver
estratégias eficazes de conservagdo e manejo que assegurem sua resiliéncia frente as crescentes
ameacas (TABARELLI et al., 2000).

Apesar dos avangos significativos na caracterizagdo da Caatinga ao longo das ultimas
décadas, a documentagdo e a compreensdo das comunidades microbianas, bem como dos
impactos do manejo do solo sobre essa biodiversidade, ainda carecem de informacdes
substanciais. Os fungos, por exemplo, desempenham um papel crucial na conservagdo e no
funcionamento dos ecossistemas do solo (OP DE BEECK et al., 2020). Sao responsaveis pela
decomposi¢do da matéria organica, reciclagem de nutrientes e estabelecimento de associagdes
simbioticas mutualistas, seja com as raizes das plantas ou com outros organismos (OP DE
BEECK et al., 2020). A micobiota do solo desempenha um papel essencial em diversas funcdes
ecologicas e representa uma parte significativa da biodiversidade global (SCHLOTER et al.,
2003; TEDERSOO, 2014). No entanto, ha alguns esforcos especiais para compreender a
riqueza, diversidade, dinamica e fungdes dos fungos no solo, especialmente em ecossistemas
secos como a Caatinga, um bioma frequentemente estigmatizado pela sociedade, governo e até
mesmo pela comunidade cientifica (MARINHO et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2021; SANTOS
et al., 2011). A falta de a¢des de preservagao adequadas ameaca tanto as espécies fingicas ja
conhecidas quanto aquelas ainda ndo foram identificadas.

Os impactos na degradagdo da microbiota sao graves e podem ter consequéncias amplas,
afetando ndo apenas o desenvolvimento das plantas, mas também toda a cadeia alimentar
(TABARELLI; VICENTE, 2004). A conversao de areas nativas em plantagdes ou pastagens
tem causado perdas de biodiversidade, alteragdes no ciclo hidrolégico e manipulagdo do solo
(SPERA et al., 2016; DA COSTA et al., 2022). Apesar disso, pouco se sabe sobre como a
conversao de florestas em monoculturas impacta as comunidades fungicas do solo,
especialmente em florestas tropicais secas. Estudos realizados em outros biomas, como a Mata
Atlantica, a Floresta Amazdnica e o Cerrado, apontam que a conversao de florestas nativas em
areas agricolas ou pastagens afetando a diversidade microbiana (TRENTINI et al., 2020;
MERLOTI et al., 2019; RODRIGUES VIANA et al., 2013; contudo, pesquisas semelhantes
ainda nao foram realizadas na Caatinga.

Apesar dos avangos significativos na caracterizagdo da Caatinga ao longo das ultimas
décadas, a documentagdao e a compreensdao das comunidades microbianas, bem como dos
impactos do manejo do solo sobre essa biodiversidade, ainda carecem de informacdes
substanciais. A relevancia da Caatinga ndo se restringe a sua rica biodiversidade e abundantes

endemismos. Como uma regido arida altamente imprevisivel, circundada por biomas tropicais
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umidos, a Caatinga representa uma peculiaridade climéatica e serve como um importante campo
de estudo para compreender como plantas, fungos, invertebrados e vertebrados se adaptam a

um regime de chuvas extremamente variavel e estressante.

5.2 Rhizoctonia solani

Entre a série de doencas as quais tem sido associada a grandes perdas economicas, a
Rhizoctonia solani tem capacidade de causar pré-tombamento pds emergéncia, podriddo da raiz
e do hipocoétilo, e queima foliar (Embrapa, 1999). Segundo Ceresini e Souza (1997), no Brasil,
R solani ocasiona perdas consideraveis em varias plantas cultivadas, como pimentao (Capsicum
annuum L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), amendoinzeiro (Arachis hypogaea L.) e feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.).

De acordo com Ribeiro (1984), R. solani ja foi identificado em vérias regides do Brasil,
destacando-se o Sul, especialmente no Rio Grande do Sul, e a regido Sudeste, com registros em
Sdo Paulo (AMARAL et al., 1979). No estado do Amazonas, foi encontrado em diversas
hortaligas, incluindo o tomateiro (SANTOS e GALVAO, 1989; REIS e MADEIRA, 2009).
Além disso, naregido Nordeste, o fungo ¢ conhecido por causar doencgas radiculares em culturas
como melao (ANDRADE, 2004). No estado de Roraima, no Norte do pais, o fungo foi relatado
em varias culturas, como feijdo-caupi, melancia, soja, alface, seringueira e feijdo-guandu
(ZILLI et al., 2007). Portanto, R. solani estd amplamente disseminado pelo pais, tornando o
seu controle desafiador devido a complexidade de seu comportamento ecologico, que envolve
a formacao de estruturas de resisténcia, como clamiddsporos e esclerddios, sua capacidade de
sobreviver como saprofito e sua ampla gama de espécies hospedeiras (FENILLE et al., 2002;
ZILLI et al., 2007).

Devido a capacidade deste fitopatogeno de ser transmitido pelo solo e, em particular,
sua habilidade de sobreviver neste ambiente, hd dificuldades na aplicagdo de medidas de
controle eficazes (KATAN; SHTIENBER; GAMLIEL, 2012). E crucial considerar um
conjunto de medidas bésicas para evitar que o indculo se propague por toda a area e se dissemine
para outras regides (erradicagdo). Assim, métodos como controle fisico, cultural, quimico e
bioldgico podem ser adotados para manejar essa disseminacao e reduzir os danos causados pela
doenca.

As opg¢oes de manejo eficazes para a doenca tém dependido principalmente de uma
combinagdo de estratégias de controle cultural e quimico. Isso ¢ realizado por meio do manejo

integrado de doencas de plantas, que visa otimizar medidas para reduzir a incidéncia ou
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severidade das doencas e manter o potencial produtivo das culturas agricolas. Essas medidas
incluem praticas de exclusdo, utilizagdo de variedades resistentes, aplicacdo de fungicidas
quimicos, implementacdo de adubacao verde, adogdo de cultivares resistentes, rotagao de
culturas e emprego de controle biolégico (PAULA JUNIOR et al., 2008). Essa abordagem
integrada visa maximizar a eficacia do manejo das doengas, reduzindo assim os danos causados
aos cultivos e garantindo uma produg¢ao agricola mais sustentavel.

Dentro das medidas de controle biologico, o género Trichoderma (Hypocreales:
Hypocreaceae) se destaca como um dos principais microrganismos utilizados. Espécies de
Trichoderma constituem hoje um dos grupos de agentes de biocontrole de fungos
fitopatogénicos mais estudados. Fatores como o répido crescimento micelial, a alta producao
de conidios, a sintese de diversos antibioticos e a capacidade de viver de diversas formas
(saprotrofica, simbionte ou micoparasita) sdo caracteristicas primordiais em sistemas de
produgdo organica e agroecologicas, preenchendo requisitos nao atendidos pelos agroquimicos
(SAMUELS, 2006). A adogao desse agente de biocontrole tem impulsionado a aplicagdo em
solos para controlar doencgas causadas por fungos fitopatogénicos (HARMAN et al., 2004).

Diante desse cenario, avaliar a eficacia de novas cepas de Trichoderma spp. contra R.
solani se torna uma oportunidade para encontrar agentes de biocontrole adaptados as condi¢des
de solos brasileiros, que possam ser tdo ou mais eficazes que os produtos a base de Trichoderma
ja4 empregados no Brasil. Essa estratégia podera contribuir para ampliar as opgdes de agentes

de biocontrole no manejo de fitopatdgenos habitantes do solo.

5.3 Caracteristicas e importancia do género Trichoderma

O género Trichoderma abriga mais de 370 espécies distintas (CAI; DRUZHININA,
2021) que sao encontradas em grande parte dos solos ao redor do mundo, especialmente em
areas de clima temperado e tropical (MACHADO et al., 2012). Geralmente, as cepas de
Trichoderma sao isoladas de solos cobertos por vegetacdo florestal ou agricola e podem ser
cultivados em condigdes controladas de laboratério (BROTMAN et al., 2010). Embora as
espécies do género Trichoderma sejam considerados fungos com ampla distribui¢do geografica,
sua presencga varia consideravelmente, tendo a capacidade de interagir com uma diversidade de
organismos, incluindo plantas, bactérias, nematoides e outros fungos (BRAITHWAITE et al.,
2017; JIANG et al., 2016; MUKHERIJEE et al., 2013; ZACHOW et al., 2016).

Os integrantes do género Trichoderma sao reconhecidos por possuirem alta capacidade

adaptativa, que favorece a sua presenca em diversificados ambientes da natureza e
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ecossistemas, sob diferentes condi¢des climaticas (HARMAN et al., 2004; CHAVERRI,
GAZIS; SAMUELS,2011; LOPEZ-QUINTERO et al., 2013); caracteristica que pode ser
atribuida as diversas capacidades metabolica das espécies de Trichoderma e sua
competitividade na natureza (KUBICEK; HARMAN, 1998) A alta versatilidade desse género
estd associada a axiomadtica formas de adquirir nutrientes através absorcdo de agucares
originados da interagdo biotréfica com plantas ou através de saprotrofia e micotrofia (LOPEZ-
BUCIO; PELAGIO-FLORES; HERRERA ESTRELLA, 2015).

O género ¢ conhecido por oferecer uma ampla gama de capacidades e habilidades entre
suas diferentes espécies, agindo como fungos multifuncionais (HARMAN et al., 2004). As
cepas de Trichoderma podem ser distinguiveis por caracteristicas morfologicas, como o
pigmento conidial verde brilhante, e seu crescimento rapido com ramificagdes repetidas. De
acordo com (KUBICEK; HARMAN, 1998), os termos descritivos comumente empregados
para identificar variagdes na cor ou padrdo podem ndo ser adequados para distinguir entre
diferentes espécies, pois a variacdo morfologica dentro do género ¢ limitada. No entanto,
observagdes morfoldgicas detalhadas sdo frequentemente empregadas como auxilio na
identificacdo do género. As espécies pertencentes ao género 7Trichoderma sao fungos
filamentosos tipicos, caracterizados pela presenga de elementos multicelulares em forma de
tubos chamados hifas, que se agrupam para formar o micélio (KUBICEK; HARMAN, 1998).
As hifas sdo septadas, e a partir delas surgem os conidioforos e clamiddsporos, estruturas
associadas, respectivamente, a reprodugdo assexuada e a resisténcia a condicdes adversas
(DOMSH et al., 2007).

Quando observados ao microscopio, os conidioforos tipicos de Trichoderma
apresentam uma estrutura geralmente piramidal, com diferentes padrdes de ramificacdo. A
conformacdo dessa estrutura pode variar, com alguns apresentando muitas ramificagdes com
numerosas fialides, outros com poucas ramifica¢des contendo muitas ou poucas fidlides, e ainda
outros com poucas ramificagdes que tém fialides em sua base e estruturas mais longas,
geralmente férteis em seu apice (SALES, et al., 2021). As fidlides sdo marcadores morfoldgicos
importantes, sendo caracterizadas por sua forma, que pode variar de oval a subglobosa, ou de
cilindrica e alongada. Além disso, o nimero e a disposi¢do das fidlides podem variar, assim
como sua disposicao espacial ao longo do conidioéforo (CHAVERRI; SAMUELS, 2003).

A producao de conidios, que sao estruturas unicelulares, geralmente esféricas, ovais ou
alongadas e de cor verde na maioria das espécies, ocorre a partir de conidiéforos efundidos ou
de conidioforos agrupados em fasciculos ou pustulas. Essa caracteristica costumava ser

comumente utilizada para a caracterizacao e identificacdo das espécies do género (BISSETT,
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1991). Embora esses caracteres morfologicos ndo sejam mais amplamente empregados para
identificacdo de espécies do género Trichoderma, eles ainda sdo importantes, pois alguns deles
podem ser tteis para distinguir grupos dentro do género (REYNOLDS, 1987).

Como parte da classe Sordariomycetes do filo Ascomycota, o género Trichoderma ¢é
caracterizado pelo seu ciclo de vida, que inclui uma fase sexual conhecida. Nessa fase, ocorre
o desenvolvimento de corpos de frutificagdo do tipo peritécio, os quais sdo formados em
estromas que podem variar em coloragao, podendo ser marrom, verde, amarelada ou creme, e
sao produzidos sobre o substrato colonizado (JAKLITSCH, 2009). Dentro dos peritécios, sao
formados ascos cilindricos contendo oito ascésporos bicelulares, que eventualmente se dividem
em 16 esporos, os quais podem ser esverdeados ou hialinos (JAKLITSCH, 2009).

As espécies de Trichoderma geralmente apresentam um crescimento micelial rapido em
diferentes tipos de meios de cultura, cobrindo toda a superficie do meio em menos de uma
semana. Além disso, sdo capazes de crescer em uma ampla faixa de temperaturas e sob
diferentes condi¢des de iluminacdo (CHEN; ZHUANG, 2017; KUBICEK; HARMAN,2004)
Esses fungos podem ser facilmente reconhecidos pelo micélio branco e algodonoso. A
temperatura ideal de crescimento varia entre 25°C e 30°C para a maioria das espécies. Outra
caracteristica distintiva € o surgimento, apds 48 horas de cultivo, de ptstulas ou circulos verdes,
formados devido a grande producgdo de esporos sub-hialinos, que adquirem uma coloragao
verde em massa e conferem a colonia um aspecto granular ou pulverulento (DOMSCH et al.,
2007).

O género Trichoderma € notavel ndo apenas por sua importancia ecoldgica, mas também
pelo seu potencial de aplicagdo biotecnologica, devido a sua capacidade de desempenhar
fungdes antagoOnicas através de diversos mecanismos, como hiperparasitismo, antibiose e
competicdo (MBARGA et al., 2012); e por ser um eximio produtor de enzimas que podem ser
utilizadas em diversos processos (SALES, et al., 2021). Este destaque ¢ ainda mais enfatizado
pela presenga de espécies que tém habilidades como a degradagdao de matéria organica vegetal,
micoparasitismo e endofitismo, estas ultimas envolvidas na prote¢do das plantas através da
supressao de doengas e/ou promogao de crescimento (RUIZ et al.,2013; KHAMTHONG et al.,
2012).

Conservando diversos mecanismos exercidos na planta, desde impedir ataques de
fitopatdgenos, até melhorar a saude e as defesas vegetais, os fungos que do género Trichoderma
produzem metabolitos secundarios que sdo capazes de induzir resisténcia contra fitopatogenos,
promover o crescimento e melhorar a atividade fotossintética das plantas, concentrando

diversas aplicagcdes no campo da agricultura, industria e biorremediacio (CONTRERAS-
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CORNEIJO, 2016). Os metabdlitos gerados a partir da interagao entre planta e Trichoderma spp.
também agem sobre a estrutura radicular das plantas aumentando o comprimento da raiz
primaria e das raizes laterais, o que resulta na maior eficiéncia de absor¢ao de nutrientes pela
planta (NUR et al, 2020). Além disso, os metabolitos volateis produzidos por espécies desse
género, também sdo capazes de inibir o crescimento de importantes fitopatdgenos, bem como
sdo capazes de modificar a estrutura das raizes de plantas (CRUZ-MAGALHAES., 2018).

Diversos estudos tém investigado o efeito do crescimento radicular e o desenvolvimento
vegetal de vérias culturas que utilizam Trichoderma spp. (LOPEZ BUCIO; ESPARZA-
REYNOSO; PELAGIO-FLORES, 2022; ORTUNO et al., 2017; SINGH et al., 2018;
STEWART; HILL, 2014). MARTINEZ-MEDINA et al. (2014) mostraram que certos isolados
de Trichoderma foram capazes de aumentar o teor de auxina e induzir alteragdes hormonais em
plantas de meldo, estimulando o crescimento radicular e conferindo protecdo contra F.
oxysporum. Resultados positivos também foram observados em estudos envolvendo plantas de
alface, nos quais a aplicagdo de cepas de Trichoderma favoreceu tanto o crescimento inicial das
raizes, quanto o controle de doencas (SILVA et al., 2021). Esses achados destacam o potencial
promissor de Trichoderma como biopesticida e agente de promocao de crescimento vegetal em
diversas culturas agricolas.

O consideravel interesse econdomico na utilizacao de produtos a base de Trichoderma
spp., nesse microrganismo muitas vezes ¢ atrelado ao potencial efeito de seus metabdlitos
secundarios, bem como na producdo de enzimas que desempenham papel importante na
promoc¢ao de crescimento de plantas (KASHYAP et al., 2017). Além disso, outros efeitos
associados ao uso de Trichoderma envolvem fendtipos como a maior tolerancia das plantas a
estresses abioticos, a redugdo da toxicidade de pesticidas, herbicidas e biofertilizantes no solo,
e ao seu uso como fonte de genes para a biotecnologia ou como micomediadores (NUR et al.,

2020).

5.4 Taxonomia e filogenia molecular do género Trichoderma

O género Trichoderma pertence ao Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, subclasse
Hypocreomycetidae, Ordem Hypocreales e Familia Hypocreaceae. Foi descrito por Christian
Hendrik Person (Pers.) em 1794 em seu manuscrito Neuer Versucheiner systematischen
Eintheilung der Schwamme, cujo as primeiras espécies descritas, nessa época foram, 7. viride,
T. aureum, T. nigrescens, T. roseum resultados de materiais coletados na Alemanha.

Atualmente apenas 7. viride permanece no género, sendo os demais realocados em outros
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géneros (SALES, et al., 2021).

Outro marco no historico taxonémico do género Trichoderma ocorreu em 1825, quando
Ellias Freis (Fr.) descreveu o género Hypocrea baseado na amostra de Sphaeria rufa Pers. que,
por sua vez, foi renomeada para Hypocrea rufa (Pers) Fr. Embora nessa época os dois géneros
ndo estivessem relacionados entre si, mesmo representando fases de vida diferentes de um unico
género. Foi entdo que somente em 1865, os irmdos Ludovicus Renatus Tulasne e Carolus
Tulasne, explicitam que 7. viride era o anamorfo de H. Rufa. Essa descoberta fez com que
Bisby, em 1939, sugerisse reduzir todas as espécies do género a 7. viride (SALES, et al., 2021).

O nome Trichoderma viride era utilizado para todos os fungos formadores de coldnias
com aparéncia tipica do género, isso desde o final do século XIX; independentemente se estes
eram oriundos de amostras de solo e restos vegetais ou obtidos de ascosporos isolados de
peritécios de diferentes espécies de Hypocrea, o pouco interesse € a simplicidade taxondmica
do género até a época, eram resultados de acordo com Samuels (2006), do consenso geral de
que, microscopicamente, todos os isolados possuiam muitas similaridades. Esta designacao
postergou até o fim da década de 1960, quando o género foi classificado em nove ‘agregados
de espécies’ por Mien A. Rifai, sendo reconhecidos por diferencas morfoldgicas da fase
assexuada em cultura pura (RIFAI, 1969). Mudanca que foi acarretada por identificagdes como
caracteristicas de disposicdo das ramificagdes dos conididforos, disposicdo das fidlides e
caracteristicas dos conidios € como estas poderiam vir a serem utilizadas para a diferenciagdao
dos isolados de Trichoderma, um dos exemplos, demonstrados por rifai € o de 7. viride que tem
como caracteristica ser a uUnica espécie, dentre as analisadas, comconidios verrucosos e
globosos. Devido a sua relativa simplicidade, o sistema taxondmico com nove ‘espécies’ foi
amplamente adotado (DOMSHET et al., 2007).

O método de rifai foi utilizado posteriormente por Bissett (1984) que revisou
sistematicamente os agregados de espécies que haviam sido propostos, utilizando a mesma
metodologia. Além de acrescentar em sua analise caracteres microscopicos e fisioldgicos, como
por exemplo, taxa de crescimento, largura das células que antecedem as fidlides, comprimento
e largura dos apices das fidlides, comprimento e largura da base da fidlide, e tipo de pigmento
solivel. O que resultou no reagrupamento dos nove agregados de rifai, em cinco segdes
definidas como: Longibrachiatum, Pachybasium, Trichoderma, Saturnisporum, Hypocreanum
e algumas outras linhagens solitarias, defendendo a existéncia de 27 espécies morfologicas.
(SALES, et al., 2021).

A insercdo de ferramentas moleculares nos estudos de diversidade de Trichoderma

modificou ainda mais o conhecimento acerca da taxonomia do género, as conclusdes de alguns
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estudos de diversidade genética usando marcadores moleculares eram desconexas com a
taxonomia vigente do género; exemplo disso ¢ relatado por Druzhinina et al. (2010), nos
resultados obtidos por Fujimori e Okuda (1994) usando marcadores moleculares do tipo
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) que indicaram que 7. harzianum era um taxon
polifilético, o que mais tarde, verificou-se, tratar-se de um complexo de espécie.

Com a inclusdo da filogenia molecular nos estudos de sistemdtica e taxonomia do
género, o numero de espécies descritas cresceu abruptamente a partir dos anos 2000, o que
evidenciou que a tedrica simplicidade morfologica de Trichoderma se tratava de uma grande
diversidade de linhagens filogenéticas, que divergiram hé milhdes de anos e originaram
centenas de espécies com capacidade de colonizar os mais diferentes substratos e habitats na
Terra (DRUZHININA et al., 2011). O numero de espécies, com base em filogenia molecular
chegou a 100 em 2006 (DRUZHININA et al., 2006).

A definicdo de Segdes passa a perder a utilidade, isso se dd mediante ao nimero ¢ a
proliferacdo de espécies descritas nos ultimos anos. Segundo Chaverri e colaboradores (2015),
as espécies de Trichoderma sao informalmente classificadas em grupos monofiléticos ou clados
bem definidos dentro da filogenia do género e recebem a nomenclatura de acordo com a espécie
mais conhecida em cada clado, ja especificagdes como o tamanho, os limites e a nomenclatura
desses clados podem variar entre os autores, de acordo com a pesquisa e o enfoque em diferentes
grupos taxondmicos (CHAVERRI; SAMUEL, 2003, MONTOYA et al., 2015).

A revisdo do sistema taxondmico proposto por Bisset, entre os anos de 1984 e 1991,
ocorreu pouco tempo apds a sua implementagao, e isso aconteceu, pois, analises filogenéticas
utilizando sequéncias de nucleotideos foram adotadas nos estudos de taxonomia e diversidade
de Trichoderma. De acordo com (KUHLS et al., 1996) as primeiras filogenias moleculares do
género foram realizadas com sequéncias nucleotidicas da regido espagadora interna transcrita
1 e2 (ITS1 e ITS2) do operon dos RNAs ribossomais e o gene que codifica o RNA ribossomal
5.8S. Estudos que mostraram que Hypocrea jecorina era o teleomorfo de 7. reesei, o que
posteriormente ajudou a explorar o uso de recombinantes genéticos da espécie na otimizagao
e aperfeicoamento da produgdo industrial de enzimas celuloliticas (SALES, L. S. et al., 2021).

Ainda acerca da implementacdo de ferramentas moleculares na época; a filogenia
molecular com o ITS1 e ITS2 ndo apresentaram suporte a separagdo das secdes
Longibrachiatum e Saturnisporum, indicando assim que ambas deveriam ser fusionadas
(KUHLS et al., 1997). Além disso, esse método molecular possibilitou mostrar que a se¢ao
Pachybasium ndo era monofilética (KINDERMANN et al. 1998). De fato, Longibrachiatum e

Trichoderma foram as Unicas seg¢oes do esquema taxondmico proposto por Bisset que tiveram
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suporte nas filogenias com os ITS1 e ITS2 ou outros genes (KUHLS et al., 1997; KULLNIG-
GRADINGER et al., 2002), resultados que comprovaram que a taxonomia de Trichoderma
ainda era uma questao pouco resolvida e conhecida.

Embora as sequéncias dos espacadores de ITS, sejam de facil amplificagdo e terem sido
utilizadas nos primeiros estudos de filogenia e caracterizagdo molecular de fungos, incluindo
Trichoderma (KINDERMANN et al., 1998; KUHLS et al., 1997). esta apresenta algumas
desvantagens. Por ser muito conservada e ndo oferecer resolugao suficiente para o delineamento
de espécies muito proximas de Trichoderma e outros ascomicotas (SCHOCH et al., 2012). A
solugdo encontrada para atingir maior precisdo na identificacdo e definicao das espécies do
género foi incluir outras regides gendmicas nas analises para alcangar sinal filogenético
suficiente para diferenciar espécies (KULLING-GRADINGER et al., 2002) A nova filogenia
molecular combinou os ITS1 e ITS2, com as regides D1 e D2 do gene que codifica o rRNA
28S, com o gene que codifica a subunidade menor do rRNA mitocondrial, com um fragmento
do fator de transcrigdo e alongagdo 1-alfa (tef'1) e com um fragmento do gene que codifica a
endoquitinase 42 (ech42) para concluir sobre as relacdes filogenéticas das espécies de
Trichoderma. E dessa forma foi possivel confirmar a monofila do género Trichoderma e das
secoes Longibrachiatum e Trichoderma, além de fornecer a primeira base filogenética para a
subdivisao das secdes Hypocreanum e Pachybasium, que posteriormente com a inclusdo de
novas espécies, estes subclados viriam a ser identificados, como subclado Harzianum, clado
Spirale, clado Polysporum entre outros (DRUZHININA et al., 2010; JAKLITSCH, 2011;
CHEN; ZHUANG, 2017).

A utilizacdo da filogenia molecular na distingao de espécies foi estritamente necessaria
para o género Trichoderma, 1sso porque existem grandes complexos de espécies cripticas, ou
seja, impossiveis de serem distinguidas morfologicamente (KUBICEK et al., 2008;
DRUZHININA et al., 2010; SAMUELS et al., 2010; CHAVERRI et al., 2015). Constatando
que a maioria dos nomes aplicados a isolados de Trichoderma até recentemente, baseados em
grande parte em morfologia, ndo estao corretos, o que explica as atuais mudangas na taxonomia
e a importancia do uso de ferramentas moleculares na distingdo de espécies (DRUZHININA;
KUBICEK, 2005).

Testes realizados nas duas tltimas décadas, permitiram a designacao de um conjunto de
genes codificadores de proteina tteis para taxonomia de fungos, € que podem contribuir para a
diferenciagdo de espécies que sdo indistinguiveis por caracteres morfologicos. No caso de
Trichoderma, as regides utilizadas com esse objetivo sdo. actina ((act), calmodulina (cal),

endoquitinase CHI18-5 (chil8-5), fator de elongagao 1-alfa (tef1) e a segunda subunidade maior
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da RNA polimerase II (rpb2). Essa abordagem utiliza a concordancia filogenética de diferentes
genes, que ndo sao relacionados, visando reconhecer a auséncia de troca genética e a
independéncia evolutiva das linhagens ao longo do tempo (TAYLOR et al., 2000). Atualmente,
essa abordagem ¢ interessante para a diferenciagdo de espécies de Trichoderma, levando em
vista ao fato de que o sequenciamento do genoma completo ¢ uma abordagem mais onerosa do
ponto de vista financeiro.

A metodologia utilizada apds a definicao de espécies filogenéticas por meio de multi-
loci, segundo Sales, et al., 2021. ¢ a de fazer o ““ raciocinio inverso” , cujo objetivo ¢ verificar
se existe, entre os genes usados para filogenia, algum que tenha capacidade de delimitar todas
ou a maioria das espécies que foram identificadas na analise conjunta de varios genes, podendo
esse gene a vir se definido como codigo de barras para a identificagdo molecular de isolados,
através de analise comparativa de sequéncias de referéncia de espécies ja conhecidas e que sdo
disponibilizadas em bancos, como exemplo, o GenBank. O codigo de barras para a
identificacdo de Trichoderma segundo Chaverri et al., 2015 ¢ tefl, seguido de perto por rpb2,
com resolucao semelhante.

A instauracdo pelo International Nomenclature Code (ICN) que espécies individuais de
fungos pleomorficos, como Trichoderma/Hypocrea, devesse ter apenas um nome (BARRIE et
al., 2012) fez com que o género Trichoderma/Hypocrea, passasse por uma revisdo na sua
nomenclatura (BISSETT et al. 2015). O nome Trichoderma foi atribuido primeiro e teve
preferéncia sobre Hypocrea, e dessa forma, todas as espécies que antes eram conhecidas como
pertencentes ao género Hypocrea foram renomeadas para Trichoderma. A lista com os nomes
de Trichoderma unificados, conforme as diretrizes do ICN para algas, fungos e plantas (Codigo
de Melbourne, Art. 14.13), foi publicada em 2015 e possuia 254 nomes de espécies de
Trichoderma (BISSETT et al. 2015). Atualmente, sdo reconhecidas mais de 350 espécies do
género e, recentemente, HU et al. (2019) sugeriram que ainda existem aproximadamente 300
espécies que ainda nao foram descritas.

Embora exista um esforco para a redugdo de se¢des de Trichoderma em clados, por
motivos historicos, alguns autores seguem utilizando a nomenclatura anterior (JACKLISTCH;
VOGLMAYR, 2015). Segundo os esquemas taxondmicos propostos por Jacklistch e Voglmayr
(2015) e Chen e Zhuang (2017), o género Trichoderma possui 10 seg¢des/clados, que estdo
subdivididas em 24 subclados e 13 linhagens solitarias. Nesse sentido, € necessario que mais
esfor¢os sejam feitos para a correta identificacdo de cepas de Trichoderma, visando melhorar a

compreensdo de aspectos evolutivos desse género.
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5.5 Utiliza¢ao de Trichoderma spp. no controle biologico de doencas de plantas

Historicamente, as técnicas agricolas para o controle de fitopatogenos t€m sido baseadas
principalmente no uso de formula¢des quimicas, que podem apresentar efeitos secundarios
diretos e/ou indiretos prejudiciais, como toxicidade para animais e seres humanos, bem como
poluicao ambiental. Como alternativa, o uso do controle bioldgico por meio de microrganismos
antagonistas, como os do género Trichoderma, tem se tornado cada vez mais favoravel e
promissor (RAMIREZ-VALDESPINO et al., 2019). Essa abordagem oferece uma alternativa
mais segura e sustentavel para o controle de doengas de plantas, minimizando os impactos
negativos ao meio ambiente e a satide humana.

De maneira geral, o controle bioldgico de doencas de plantas pode ser definido como a
reducdo da quantidade de indculo ou das atividades que causam a doenga, por meio do uso de
um ou mais organismos que nao o homem (COOK; BAKER, 1983). Resumidamente, segundo
BETTIOL, (1991), o controle bioldgico envolve a utilizagdo de microrganismos para controlar
outros microrganismos, sendo que os agentes com potencial para interferir nos processos vitais
dos patogenos sao denominados de antagonistas. Esses organismos devem estar adaptados ao
mesmo nicho ecoldgico que os patdgenos, o que permite a integracao facil deste método com
métodos culturais e genéticos (MORANDI et al., 2009).

Um dos exemplos mais importantes do uso de fungos antagonistas contra patégenos do
solo € o experimento pioneiro de Weindling e Fawcett (1936), citado por LIMA et al. (2000),
cujo trabalho com o fungo Trichoderma spp. no controle de doengas em citros causadas por
Rhizoctonia solani possibilitou uma maior atencdo e investimento em pesquisas voltadas para
o isolamento de cepas de fungos eficientes no controle de doencgas fiingicas em plantas.

A capacidade antagonica de Trichoderma spp. tem sido extensivamente estudada, e os
mecanismos associados incluem varias estratégias. Isso abrange desde micoparasitismo e
hiperparasitismo até competi¢ao por espago e nutrientes, antibiose e solubilizagdo de nutrientes
inorganicos para absor¢do radicular, o que estimula o crescimento do sistema radicular das
plantas. Além disso, Trichoderma também demonstra habilidade na inducao de resisténcia e na
inativacao de enzimas do patdgeno envolvidas no processo de infec¢do, além de ser capaz de
inibir o crescimento ou a infecgdo de patogenos na rizosfera (PAULITZ; BELANGER, 2001).
Essa ampla gama de mecanismos torna 7richoderma uma ferramenta valiosa no controle
biologico de doengas de plantas.

Uma outra propriedade importante de algumas espécies € a de atuar também sobre

fungos que produzem estruturas de resisténcia dificeis de serem atacadas por microrganismos.
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Dentro do género, a espécie 7. harzianum ¢ a mais pesquisada com a finalidade do seu uso
como agente de biocontrole, entretanto existem outras espécies que respondem a mesma fungao
como, por exemplo, 7. viride, T. koningii, T. hamatum e T. pseudokoningii (MELO, 1998). Um
exemplo dessas interagdes ¢ relatado por Durmans et al. (2003), que mostram diminui¢dao no
crescimento de R. solani e dda viabilidade dos esclerddios pela acdo de diferentes isolados de
Trichoderma sp. Além destas, as espécies mais frequentemente estudadas sdo os micoparasitas
T. virens e oo saprofitoT. reesei (CONTRERAS-CORNEIJO, 2016).

As acdes desses microrganismos vao além de simples mecanismos de oposi¢do,
envolvendo também a solubiliza¢do de nutrientes para torna-los acessiveis as raizes das plantas,
melhoria na germinacdo e vigor das sementes, e produ¢do de hormonios envolvidos na
promocao de crescimento relacionados ao crescimento das plantas e, consequentemente, o
aumento na produtividade das culturas (PAULITZ; BELANGER, 2001). Sua capacidade de
interagir com outros organismos inclui a secrecao de diversas moléculas, como enzimas que
degradam a parede celular e metabdlitos secundarios especializados (HERMOSA et al., 2014;
LORITO; WOO, 2015; MENDOZA MENDOZA et al., 2003; MORAN-DIEZ et al., 2009;
VINALE et al., 2014). Essas moléculas secretadas sao fundamentais para a sobrevivéncia
desses microrganismos em diferentes ambientes e para a interagdo com uma variedade de
organismos (DRUZHININA et al., 2011; LORITO; WOO, 2015).

A interagdo entre Trichoderma e a planta geralmente ocorre nas raizes, € pode ocorrer
em diferentes niveis. Algumas linhagens do género sdo capazes de colonizar apenas regides
especificas das raizes, enquanto outras espécies, denominadas rizosfera competentes,
colonizam toda a superficie radicular e permanecem associadas as raizes por longos periodos
(METCALF; WILSON, 2001). De acordo com Machado et al. (2012) e Pereira (2012), € nessa
area que importantes eventos que auxiliam no processo de promogado de crescimento, que esta
relacionado com a produg@o de hormdnios vegetais, que podem auxiliar numa melhor absor¢ao
de 4gua e nutrientes. Essa interacdo benéfica contribui para o desenvolvimento saudavel das
plantas hospedeiras e pode ter efeitos positivos significativos na produtividade agricola.

A zona de contato entre Trichoderma e a planta forma uma regido de interagao quimica,
onde ocorre uma comunicagao entre a planta e o fungo por meio da troca de moléculas bioativas.
Os metabolitos produzidos por cepas de Trichoderma utilizadas como agentes de biocontrole,
induzem o espessamento das paredes celulares das plantas e a produgao de compostos fenolicos.
Esses compostos fenolicos delimitam o crescimento do fungo fitopatogénico a area de infeccao,
dificultando, assim, a infec¢do da planta (SHORESH; HARMAN, 2008). Essa interacao

quimica € uma estratégia importante utilizada por Trichoderma para promover a resisténcia das
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plantas as doencas, refor¢ando a defesa natural das plantas contra patogenos.

Outra caracteristica de Trichoderma spp. € sua capacidade de influenciar positivamente
a resposta da planta ao ataque de patogenos. Espécies do género Trichoderma sdo capazes de
induzir uma resposta mais robusta na planta quando comparadas a resposta desencadeada pelos
proprios patogenos (FU; DONG, 2013). Essa habilidade em potencializar as defesas das plantas
contra os patdgenos contribui significativamente para a protecao das culturas agricolas contra
doencas, para o aumento da resisténcia das plantas as infecgdes, € consequentemente para
aumento da producao agricola.

Assim, os fungos do género Trichoderma tém a capacidade de colonizar tanto a
superficie quanto o interior dos tecidos vegetais da planta sem causar doengas, sendo
denominados como fungos simbiontes oportunistas avirulentos (MACHADO et al., 2012).
Além disso, Trichoderma ¢ reconhecido por apresentar outros mecanismos de acao
biorreguladores de forma indireta. Segundo Harman (2004), esses mecanismos incluem a
inducdo de mecanismos de defesa fisioldgica e bioquimica na planta, como a ativagdo de
compostos relacionados a resisténcia, a desintoxica¢ao de toxinas excretadas por patdgenos € a
inibi¢do de enzimas desses patdgenos durante o processo de infeccdo. Em suma, Trichoderma
¢ capaz de solubilizar elementos nutricionais que, em sua forma original, ndo sao facilmente
acessiveis as plantas. Esses diferentes mecanismos contribuem para a promog¢ao do crescimento
das plantas e para o aumento de sua resisténcia a doengas.

Segundo Babu et al. (2015), o Trichoderma spp. ¢ considerado uma alternativa natural
e ambientalmente aceitdvel as praticas agricolas tradicionais, tanto para o manejo de doengas
quanto para a promoc¢ao do crescimento de culturas agricolas. Sobretudo, o biocontrole tornou-
se uma estratégia importante para apoiar a agricultura sustentavel. E significativo ressaltar que
os efeitos benéficos proporcionados por Trichoderma spp., variam de acordo com o gendtipo
da planta, o isolado fingico e aas concentra¢des aplicadas (ISLAM et al., 2014), destacando a
necessidade de pesquisas que ampliem o banco de dados de plantas hospedeiras para esse
antagonista, bem como de isolados com eficiéncia comprovada contra patdgenos virulentos, o
que facilitaria o entendimento dos mecanismos envolvidos no controle do patéogeno. Tais
pesquisas sdo essenciais para maximizar o potencial de Trichoderma como ferramenta eficaz

no manejo integrado de doencas nos sistemas agricolas.

5.6 Produtos comerciais a base de Trichoderma spp.

Dentre as principais espécies que compdem os produtos comercializados pode se
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destacar T. asperellum, T. harzianum, T. stromaticum e T. koningiopsis, que se encontram
disponiveis em diferentes tipos de formulagdes: poés-molhéveis, granulos dispersiveis, gel, 6leo
e concentragdo emulsionavel, suspensao concentrada e suspensdo concentrada em 6leo. Esses
produtos sdo indicados para o controle de Fusarium spp., Moniliophthora sp., Thielaviopsis sp.,
Pythium spp., Rhizoctonia sp., Macrophomina sp. Sclerotinia spp., e Sclerotium spp., €
recomendados para diversas espécies vegetais, podendo ser utilizados através do tratamento de
sementes ou incorporagao ao solo (GROFIT, 2021), e em alguns casos pulverizados na area
foliar das plantas. A maioria dos produtos comerciais a base de Trichoderma sao produzidos
por meio da fermentacdo em estado solido, durante a qual o fungo produz conidios aéreos. Esses
conidios sdo entdo extraidos e utilizados em formulagdes que sdo destinados ao uso comercial
(BETTIOL, 2011; WOO et al., 2014).

Em 2022, haviam registrados 42 produtos a base de espécies de Trichoderma no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2022). Dessas formulagdes, 66%
sdo a base de Trichoderma harzianum, 24% a base de Trichoderma asperellum, 5% a base de
Trichoderma koningiopsis e 5% a base de Trichoderma stromaticum (AGROFIT, 2022). Esses
produtos sdo amplamente utilizados em culturas como, soja, algodao, milho, hortaligas, entre
outras. Além da sua a¢do no biocontrole de doencgas, esses produtos também atuam como
promotores de crescimento, ressaltando a importancia de politicas vigentes que incentivem o
uso desses biofungicidas. Tais politicas podem incluir apoio para a divulgacdo do uso de
produtos de baixa toxicidade e periculosidade, conforme destacado por Meyer et al. (2019).
Essas medidas podem contribuir significativamente para a adogdo generalizada de praticas
agricolas mais sustentaveis ao meio ambiente.

Dos produtos a base de Trichoderma, a espécie Trichoderma harzianum € a mais
comercializada mundialmente, sendo encontrada em 38,8% dos produtos comerciais quando
considerados os produtos sem mistura de microrganismos. No entanto, quando considerados os
produtos com mistura de espécies de Trichoderma, esse valor sobe para 50% dos produtos
disponiveis no mercado global, e aumenta para 60% quando incluidos todos os produtos,
inclusive aqueles em que espécies de Trichoderma sdo misturadas com outros fungos, bactérias
e fungos micorrizicos. Ainda nesse sentido, produtos a base de 7. viride ocupam o segundo
lugar entre os comercializados, estando presente em 16,1% dos produtos. Trichoderma
atroviride, Trichoderma asperellum e Trichoderma spp., compdem 6,5%, 4,4% e 3,2%,
respectivamente dos produtos comercializados. Outras espécies comercializadas
individualmente incluem Trichoderma lignorum (1,2%), Trichoderma catenulatum (0,8%),

Trichoderma koningiopsis (0,8%), Trichoderma virens (0,8%), Trichoderma fertile (0,4%),



30

Trichoderma stromaticum (0,4%). Espécies como Trichoderma gamsii, Trichoderma koningii,
Trichoderma polysporum, Trichoderma lignorum, Trichoderma longibrachiatum e
Trichoderma parceramosum também sao comercializadas, sendo que estas ultimas sao
encontradas apenas em misturas de produtos. Considerando o niumero de espécies conhecidas
de Trichoderma (BISSETT et al., 2015), o niimero utilizado em controle biolégico representa
aproximadamente 4% das espécies conhecidas.

Na bula dos produtos formulados registrados ¢ informada a concentracao de propagulos
do fungo, que consiste no ingrediente ativo. As unidades de medida utilizadas para indicar a
concentragdo ndo sdo padronizadas. Ha produtos registrados considerando a concentracao de
conidios e ou esporos viaveis e unidades formadoras de colonia. Além disso, as metodologias
de andlise de conformidade e controle de qualidade de produtos biologicos ndo sdo
padronizadas para todos os antagonistas. Este panorama dificulta a andlise adequada da
qualidade dos produtos, a comparagdo de resultados, a realizagdo de testes e a emissao de laudos

no processo de registro (TEIXEIRA et al., 2010).

6. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no periodo de outubro de 2023 a dezembro de 2024

no Laboratério de Fitopatologia Molecular na Universidade Federal de Lavras.

6.1. Coleta e localizacao das amostras

As coletas de solo foram realizadas durante a estagdo seca, no més de outubro de 2023,
na cidade de Jaiba, localizada em Minas Gerais (15° 20" 16" S, 43° 40’ 26" O). Foram coletadas
amostras de solo em areas de vegetacdo natural de Caatinga e em areas de Caatinga convertidas
para o cultivo de banana. Cada area foi subdividida em seis talhdes, com cinco pontos de
amostragem cada, totalizando 60 amostras compostas de solo. As dreas naturais compreendem
o Parque Lagoa do Cajueiro, a Reserva Biologica do Jaiba e a Reserva Bioldgica Serra Azul.
As amostras de solo foram coletadas utilizando um trado a uma profundidade de 0 a 20 cm ao
longo de um transecto com espagamento de 50 metros entre os pontos de amostragem. As
amostras coletadas foram conservadas em um freezer a -20 °C e em uma camara fria a 4 °C
para fins de analise molecular, processamento e isolamento dos fungos.

O isolado de R. solani foi retirado de plantas de soja no Estado do Parané e cedido pelo

laboratorio de Controle Biologico do departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
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de Lavras.

6.2. Isolamento de cepas de Trichoderma

Amostras de solo foram utilizadas para o isolamento de Trichoderma. Para cada
amostra, 10g de solo foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL
de 4dgua destilada e esterilizada. Apos agitacao a 180 rpm por 10 minutos, foi utilizada a técnica
de dilui¢do seriada, seguida de plaqueamento no meio de cultura semisseletivo de Martin (18 g
de agar, 10 g de dextrose, 1,0 g de K2HPO4, 0,5 g de MgS04.7H20, 0,5 g de peptona, 0,03 g
de rosa de bengala, 0,25 g de cloranfenicol e 1000 mL de 4gua destilada), e incubadas a 28°C
com monitoramento diario por sete dias. As colonias com morfologia tipica de Trichoderma
foram transferidas para meio BDA (200g de batata, 20g de dextrose, 20g de agar, ¢ 1000 mL
de agua destilada). Apds a purificagdo dos isolados, eles foram preservados em glicerol 30% e
armazenadas em freezer a -80°C, além disso os isolados também foram conservados pelos
métodos Castellani e em glicerol.

Foram conduzidas também diluicdes em série do solo coletado para quantificar as
unidades formadoras de colonias (UFCs) de Trichoderma spp. As amostras de solo, cada uma
contendo 10 g, foram diluidas em 90 mL de 4gua destilada esterilizada. Os frascos contendo a
suspensdo foram agitados por 10 minutos e, a partir dessa etapa, foram feitas dilui¢des seriais
até o fator 10-*. Em seguida, foram inoculados 0,1 ml dessas dilui¢des em quatro placas de Petri
contendo 15 ml de meio BDA, que foram incubadas por 5 dias a 25 °C com fotoperiodo de 12
horas em uma incubadora do tipo BOD. A contagem das colonias de Trichoderma spp.
realizada com base no fator de diluigdo serial 10->, por meio de observagio visual das colonias
conforme descrito em bibliografia especializada (BARNETT; HUNTER, 1999). Apds a
contagem das UFCs, o género Trichoderma foi identificado através da visualizagdo de

estruturas em microscopio optico.

6.3. Extracao de DNA dos isolados de Trichoderma

Para a extracdo de DNA fungico foi utilizado o método CTAB, seguindo o protocolo
utilizado por Ingles et al. (2006). Os isolados foram cultivados em meio BD por 2 a 3 dias em
agitador a 180 rpm. Os micélios foram coletados em papel filtro até secagem. O micélio foi
macerado em cadinho de porcelana com nitrogénio liquido. Em seguida, aproximadamente 20

mg do macerado foi transferido para microtubos de 2ml, aos quais foram adicionados 800 pL
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do tampao composto por: Tris-HCI 200 mM, pH 8,0, EDTA 0,5M, pH 8,0, NaCl 5M, SDS 10%
e B-mercaptoetanol 1%. Os tubos foram incubados em banho-maria (70 oC) por 1 h, sendo
agitados a cada 20 min.

Apos a incubacgao, foi realizada a precipitagcdo das proteinas, adicionando-se 700 uL de
cloroformio-alcool isoamilico (24:1 v/v). Posteriormente, as amostras foram agitadas, por
inversdes suaves, durante 10 min e centrifugadas a 14000 rpm pelo mesmo tempo a 4 °C. O
sobrenadante de cada amostra foi transferido para novos microtubos de 2,0 mL. Para
precipitacao do DNA, 14 puL. de SM NaCl e 500 pL de isopropanol gelado foram adicionados
ao sobrenadante. Os tubos foram mantidos a —20 °C por 2 h e depois centrifugados novamente
por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com etanol 70%
resfriado, e seco a temperatura ambiente em camara de fluxo por meia hora.

O pelete, que continha o0 DNA total de cada amostra foi ressuspendido em 100 pL de
agua contendo RNAse na concentragdo de 40 ug/mL e incubados em banho-maria por 30 min
a 37 °C para ressuspensao completa (AUSUBEL et al., 1992). A quantificagdo e avaliagao da
integridade do material genético foi realizado através de corridas eletroforética em gel de

agarose a 0,8%.

6.5. Analise da diversidade genética dos isolados de Trichoderma por meio de BOX-PCR

A caracteriza¢do molecular dos isolados de Trichoderma foram avaliadas por meio da
técnica de BOX-PCR, utilizando o primer BOXAIR (Srivastava et al., 2014). A reacao de
amplificagdo para genotipagem por BOX-PCR foi realizada em um volume de 25 pL contendo:
60 ng/uL de DNA genomico, 2,5 pL de tampao 1X, 0,75 puL de MgCI2 10 mM, 2,0 uL de
primer BOX-A1R (5'- CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3') (Versalovic et al., 1994)
10 pmol/uL, 0,5 uLL. de ANTPs (10 mM de cada) e 03 pLL de Taq DNA polimerase. As condi¢des
de PCR foram: uma etapa inicial de desnaturagdo a 95 °C por 3 min, seguida por 35 ciclos a
95°C por 1 min, 55°C por 45 seg e 72°C por 1 min e 30 seg, com extensdo final a 72°C por 5
min. Os produtos amplificados foram corados com GelRed® (Biotium, USA) e separados em
gel de agarose a 2,0% com eletroforese conduzida a 70V durante 4 horas em tampao 1X Tris
acetate-EDTA (TAE). Os amplicons foram visualizados e documentados sob um
transiluminador. Os perfis eletroforéticos gerados foram utilizados para comparagao direta
utilizando um marcador molecular 1 Kb. Os perfis de cada isolado foram transformados em
uma matriz de presenga e auséncia para constru¢ao de um dendograma utilizando o método de

agrupamento hierdrquico por UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
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Averages).

6.6. Sequenciamento dos isolados de Trichoderma

Apos a andlise da diversidade genética dos isolados de Trichoderma que compdem a
colecao, foram selecionados os isolados que seriam sequenciados. A analise da diversidade por
BOX-PCR possibilitou a selecdo de grupos genéticos de acordo com perfis de bandas
amplificadas., as estirpes foram selecionadas ao acaso com base nos grupos genéticos. Para a
identificacdo por meio do sequenciamento foram utilizados os genes que codificam o fator de
transcrigdo e elongagdo 1 alfa (fefl) utilizando os primers TEFI1-728F
(CATCGAGAAGTTCGAGAAGG) e TEF1-LLE (AACTTGCAGGCAATGTGG).

As amplificacdes por PCR das regides alvo foram obtidas em um volume total de 50
pL, A amplificacdo seguiu a metodologia de Gezgin et. al, 2023, consistindo em desnaturacao
inicial a 94 °C 3 minutos, 94 °C por 30 segundos, 59 °C 1 minuto, 35 ciclos 74 °C 50 segundos,
74 °C 7 minutos 4 °C. O resultado da PCR foi quantificado em gel de agarose 0,8% com gel
red em transluminador UV. Os produtos da amplificagdio foram utilizados para o
sequenciamento gendmico através do método Sanger. As amostras foram enviadas para uma
empresa especializada nesse tipo de servico onde também passaram pelo processo de
purificagao.

As sequéncias obtidas foram montadas com auxilio do software Sequencher v.2 (Gene
Codes). As sequéncias montadas sofreram um alinhamento multiplo juntamente com
sequéncias de diferentes espécies tipo de Trichoderma. Esses alinhamentos foram feitos com
auxilio do programa MEGA versdao X (KUMAR et al., 2018). Além disso, o programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1999) também foi utilizado para comparar as sequéncias dos isolados

obtidos com sequéncias disponiveis no NCBI (National Center for Biotechnology Information).

6.7 Patogenicidade e diferentes concentracoes de inoculo de R. Solani em soja

Sementes de soja passaram por um processo de desinfestacdo consistindo em imersao
em NaClO 5% (vol/vol) por 1 minuto, seguido por etanol a 70% (vol/vol) por 30 segundos, e
trés lavagens em 4gua destilada autoclavada por 1 minuto. Posteriormente, as sementes
desinfestadas foram armazenadas em sacos de papel autoclavado. Para a infestacao do solo com
0 patdgeno, foram utilizados trés discos de meio de cultura BDA contendo micélio de

Rhizoctonia solani. Esses discos foram transferidos para erlenmeyer asséptico contendo 100 g
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de arroz pré-cozido e autoclavado (a 120°C por 30 minutos). Os Erlenmeyers foram incubados
por 8 dias, em fotoperiodo de 12 horas a uma temperatura de 20°C. Em seguida, o material foi
moido em um triturador e condicionado em tubos falcons autoclavados de 50 ml.

A avaliagdo da severidade consistiu na porcentagem de lesao em plantulas doentes com
a escala proposta por Goulart (2022). Para a condu¢ao dos experimentos foi adotado o DBC.
Estes experimentos foram conduzidos utilizando 6 tratamentos com diferentes métodos e
dosagens do inéculo de Rhizoctonia solani, T1- 5 esclerédios a 1 cm da superficie; T2- 3
esclerodios homogeneizado no solo, T3- 5 graos de arroz colonizados; T4- 1,4g de inoculo
crescido no arroz triturado e homogeneizado ao solo; T5- 0,446g de indculo crescido no arroz
triturado ¢ homogeneizado ao solo; T6- 0,144g de inoculo crescido no arroz triturado e
homogeneizado ao solo e 1 controle ndo inoculado com o patéogeno. Para os testes de
concentracdes e o método mais eficiente de R. solani na coloniza¢ao do substrato, foi adotado

a metodologia citada por Santos et al.

6.8 Biocontrole de Trichoderma spp. a R. Solani

Sementes de soja (‘Glycine max (L.) Merr) foram tratadas com suspensdo de conidios
ajustada para 1 x 107 conidios/mL-1 dos 10 isolados de Trichoderma spp. selecionados
conforme o perfil genético com auxilio do BOX-PCR. No preparo do indculo dos isolados de
Trichoderma spp., dois discos de 9 mm de didmetro de meio de cultura B.D.A. contendo
estruturas propagativas dos isolados foram transferidos assepticamente para sacos plasticos de
polipropileno transparentes, capacidade de 500 mL, contendo 100 g de arroz umedecidos em
agua, na proporg¢ao de 1:1 (50 g de arroz e 50 mL de 4gua) e previamente autoclavados a 121
°C e 1 atm de pressdo, por meia hora. As culturas foram incubadas em B.O.D. a 25 + 2 °C,
fotoperiodo de doze horas de luz e escuro, durante sete dias (PAPAVIZAS, 1982). As sementes
foram tratadas durante a semeadura com aplicacdo da suspensdao no sulco do plantio na
concentracao de 1 ml por semente, semeadas em copos plasticos com capacidade de 700 mL,
contendo solo infestados com R. solani. A infestacdo do solo foi realizada na concentragdo de
0.446g do patdgeno colonizado no arroz, triturado e homogeneizado no solo, como mencionado
para o teste de patogenicidade., O experimento foi conduzido em DBC, com trés repeti¢des por
tratamento, contendo 10 copos por repeti¢ao, semeados com trés sementes. O percentual de
germinagdo foi avaliado diariamente até o 7 dia apos a semeadura (DAS) deste periodo em
diante também foram avaliados o indice de incidéncia, computando a porcentagem de plantas

infectadas por R. solani e, o comprimento em cm da raiz e parte aérea das plantas. Para avaliar
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o indice de severidade foi utilizado a escala de notas proposta por Goulart (2022): 0- Plantulas
sadias; lesdo tipo 1 - Intensidade leve; lesdo tipo 2 - Intensidade Moderada; e Lesdo Tipo 3 —
Intensidade severa, como representado na figura 1: os dados foram submetidos a analise de
varidncia e comparados pelo teste de Scott-Knott, em 5% de probabilidade, utilizando o

software R (R Core Team, 2022).

Figura 1: Escala de notas para a avaliacdo de severidade de
lesdes de Rhizoctonia solani em plantulas de soja. Retirado de
Goulart (2022).

0 Plantulas sadias

Les3o Tipo 1 - Intensidade Leve
Apenas uma les3o no hipocdtilo, predomi-
1 nantemente na regido do coleto da plintula,
coloragio marrom-avermelhada, alongada
€ deprimida, pequena (menor ou igual a
0,5cm)

Lesdo Tipo 2 - Intensidade Moderada
Lesdes alongadas e deprimidas, podendo
2 serumaou mas, isoladas ou coalesadas,
coloragdo marrom-avermehada, presentes
no hipocotilo e/ou no sistema radicular,
medindo entre 0,5%m e 2om

Lesdo Tipo 3 - Intensidade Severa
Lesdo alongada e extensa (maior que
3 2cm), deprimida e com constrigio, colo-
ragio marrom-avermelhada, abrangen-
do o hipocétilo e o sistema radicular

6.8 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o software R (R Core Team, 2022) e os
resultados submetidos aos testes de normalidade dos residuos por Shapiro-Wilk e
homogeneidade das variancias por Bartlett’s. Os dados que apresentaram distribuicdo normal e
homocedasticidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F (p < 0.05)

com as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott para os experimentos in vivo.
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7. RESULTADOS
7.1 Coleta de solo e quantificacdo de UFC’S

Para a contagem das colonias, representando a avaliagdo quantitativa, apds 7 dias, foi
realizada a contagem das Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de fungos que cresceram
nas placas preparadas da diluicdo, com auxilio de um contador de colénias manual para
obten¢do do nimero de esporo inicial. Os dados da andlise dos resultados da contagem das

coldnias identificando a quantidade de esporos por dilui¢do, estdo representados na figura 2.

Figura 2: Contagem de colonias no fator de diluigcdo (10-3) apos 7 dias de
crescimento em BOD a 25°C.
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Observou-se na figura 2, que em talhdes de areas convertidas para o plantio de banana,
o género Trichoderma representou o seu menor percentual, como € visto na area UIR; enquanto
outros géneros atingem 4,5 log UFC/g de solo em areas de conversao para banana. Os resultados
apresentados mostram que em areas naturais de Caatinga, o género Trichoderma é mais

presente que em quando comparados com areas de plantio de banana.
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Figura 3: Contagem de coldnias no fator log UFC/g de solo por manejo.
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A densidade populacional média de Trichoderma estimada foi de 2,5 log UFC/g de solo
em areas de Caatinga, enquanto a densidade de outros fungos foi de 4,0 log UFC/g, ja4 em areas
convertidas para o plantio de bananeira, a densidade média de Trichoderma foi de 1,4 log

UFC/g, enquanto que a de outros fungos foi de 3,8 log UFC/g.

7.2 Obtencao dos isolados de Trichoderma spp.

Foram obtidas oitenta cepas de Trichoderma spp. nativas da regido da Caatinga
localizada no municipio de Jaiba. Dos quais 26 dos isolados foram coletados de solo convertido
para o plantio de Banana (Musae spp.) de propriedades privadas, dos quais catorze (14) foram
isoladas da Fazenda Geraldo e doze (12) fazenda SWZ-AGRO. Foram obtidos também
cinquenta e quatro (54) isolados de mata natural; onde; vinte e quatro (24) sdo oriundos da
Reserva Serra Azul; quatro (4) Parque Estadual Lagoa do Cajueiro, e vinte e seis (26) da
Reserva Biologica do Jaiba; estirpes isoladas foram identificadas e registradas com codigos de

letras das iniciais dos locais que foram coletadas.

Tabela 1: Origem dos isolados de Trichoderma obtidos a partir de amostras de solo do
municipio de Jaiba-MG.
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REGIAO

1 G2-51
2 G2-49
3 G2-P17
4 G2-47
5 G2-48
6 G2-52
7 G2-55
8 G2-50
9 G2-54
10 G2-53
11 G2-BI
12 G2-45
13 G2-P1P1
14 GI1-P1
15 RBJF
16 RBJ31
17 RBJ34
18 RBJ33
19 RBJ133
20 RBJA
21 RBJE
22 RBJ36
23 RBIJ-P1
24 RBJ3
25 RBJ35
26 RBJC
27 RBJG
28 RBJB
29 RBIJ1
30 RBJ21
31 RB27
32 RB19
33 RB38
34 RB26
35 RB24
36 RBE
37 RBC
38 RBA
39 RBD
40 RB28
41 PE-42
42 PE-43
43 PEL-40
44 PEL-35
45 RBS1
46 RBSI10
47 RBS5

Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
SoloNatural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural

Fazenda Geraldo (Jaiba-MG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MGQG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MGQG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MGQG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MGQG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MGQG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MGQG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MGQG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MGQG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MGQG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MG)
Fazenda Geraldo (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Biologica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Biologica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Biologica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Biolodgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Biologica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Reserva Bioldgica do Jaiba (Jaiba-MG)
Parque Estadual Lagoa do Cajueiro (Jaiba-MG)
Parque Estadual Lagoa do Cajueiro (Jaiba-MG)
Parque Estadual Lagoa do Cajueiro (Jaiba-MG)
Parque Estadual Lagoa do Cajueiro (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
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49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

RBS22
RBSI15
RBSI8
RBS14
RBS16
RBS7
RBS20
RBS17
RBS3
RBS-LEI
RBS9
RBS
RBS2
RBS8
RBS6
RBS4
RBSI1
RBSF
RB30
RBS21
RBS133
SW2-59
SW2-P4
SW2-56
SW2-YU
SW2-57
SW2-622
SW2-60
SW2-666
SW2-58
SW2-62
SW2-600
SW2-662

Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Natural
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana
Solo Banana

Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biolodgica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biolodgica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biolodgica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biolodgica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biolodgica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
Reserva Biologica Serra Azul (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
SWZ-AGRO (Jaiba-MG)
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Foi possivel observar uma grande diversidade morfologica entre os 80 isolados de
Trichoderma (figura 4). As colonias sdo formadas por massa de micélio de aparéncia flocosa e
crescimento rapido, cerca de 3 centimetros por dia em meio BDA, ocupando a placa de Petri
em aproximadamente 3 a 4 dias. Nos primeiros dias de cultivo, as colonias apresentavam cor
branca, sendo posteriormente substituida por diversos tons de verde e alguns entretons de
amarelo. Na maioria das placas o micélio se desenvolve apresentando anéis formados por zonas
concéntricas. Além destas caracteristicas determinantes, alguns isolados exibiram a capacidade
de difusao de pigmentos no meio de cultura, foi observado ainda alta taxa de esporulagdo

quando estes fungos eram expostos a diferentes luminosidades.

Figura 4: Diversidade morfologica dos isolados de Trichoderma oriundos de amostras de solo
coletada no bioma Caatinga cultivados em meio BDA em placas de Petri.

7.3 Analise de BOX-PCR
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Inicialmente, a variabilidade genética de oitenta isolados de 7Trichoderma spp oriundos
do bioma Caatinga foi investigada por BOX-PCR, o método de genotipagem foi utilizado para
detectar a relagdo entre os isolados. Foram obtidos 67 perfis genéticos distintos, com base em
nove bandas polimorficas, sendo 6 perfis representados por dois isolados cada; 3 perfis
representado por 3 isolados cada e 41 perfis tinicos representados por apenas um unico isolado.
A analise do BOX-PCR, revelou a alta diversidade genética entre os isolados, ndo sendo
possivel observar uma relagao entre a topologia do dendrograma e o local onde as estirpes foram

obtidas (Figura 5).

Figura 5: Agrupamento de isolados de Trichoderma gerado a partir do marcador molecular
BOX com a identificacdo do perfil (p), demonstrando a formagao de distintos grupos com
similaridade.

+SaY

7.4. Identificacao molecular dos isolados de Tichoderma

Os resultados de diversidade genética, gerados por meio da anélise de Box-PCR foram
utilizados para orientar a escolha dos isolados que foram sequenciados. Nesse sentido quinze
isolados com perfis genéticos distintos foram selecionados para identificagdo molecular para a
amplificacdo e sequenciamento de regides dos genes tefl, esse isolados foram: SW1-662; SW2-

62; SW2-P4; SW2-59; PE43; SW2-YU; RBJ33; RB26; PEL39; RBS17; TRICH; RBS4;
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RBS12; RB19; G2-49. As sequéncias de nucleotideos dos genes tefl dos isolados de
Trichoderma foram comparadas com as sequéncias depositadas nas bases de dados do NCBI
utilizando o programa BLASTN. Conforme os resultados dessa analise os isolados SW1-662;
SW2-62; SW2-P4; SW2-59 sdo relacionados com 7. huanense, os isolados PE43; SW2-YU;
RBJ33; RB26; sdo relacionados com T. longibrachiatum. o isolado PEL39 ¢ relacionado com
T. neokoningii e os isolado RBS17; TRICH; RBS4; RBS12; RB19; G2-49 foram relacionados
com T. pseudoasperelloides (Tabela 2).

Tabela 2: Identidade de isolados de Trichoderma spp. obtidos de amostras de solo coletadas no
municipio de Jaiba-MG. A identificagcdo molecular foi realizada por meio do sequenciamento de um
fragmento do gene tefl e comparadas com sequencias deste gene de

Espécie tipo mais proxima em banco Fragmento tef]1-a

Isolados de dados (bp)
SW1662, gxggg’ SW2Pde T. hunanense 725
PE43, S\KIZ;;{;J »RBJ33 e T. longibrachiatum 725
PEL39 T. neokoningii 725

RBS17 e TRICH T. pseudoasperelloides 816
RBS4 e REBS12 T. pseudoasperelloides 714
RB19 e G2-49 T. pseudoasperelloides 714

7.5 Teste de patogenicidade

Os sintomas exibidos pelas plantas inoculadas foram observados em casa de vegetacao,
apenas nos tratamentos em que se inoculou R. solani. No sétimo dia apds a inoculagdo,
observaram-se, nas estipulas e base dos peciolos, que as lesdes que atingiram, em média, a
extensao de 1,5 cm, eram deprimidas e marrom-avermelhadas, detectaram-se sintomas de
necrose da gema apical, avermelhamento dos peciolos e posi¢ao horizontal da base de peciolos.
Ao sétimo dia apds a semeadura da soja, as concentragdes de 1,4 g, 0,446 g, 0,144g ,5 graos de
arroz cultivado com R. solani e as quantidades de 5 esclerodios, 3 esclerodios (tabela 3), foram

os suficientes para causar o processo de infec¢do de doenga nas plantulas de soja.

Tabela 3: Concentragdes de inoculo de R. solani



TRAT 1

TRAT 2

TRAT 3

TRAT 4

TRAT S

TRAT 6

CN

43

5 Esclerddios

3 Esclerodios

5 graos de arroz

l,4g

0,446 g

0,144¢

N3o inoculado

Figura 6: Incidéncia de Rhizoctonia solani em plantas de soja, submetidas aos seguintes
tratamentos; T1- 5 esclerddios a 1 cm da superficie; T2- 3 esclerodios homogeneizado no solo,
T3- 5 graos de arroz colonizados; T4- 1,4g de indculo crescido no arroz triturado e
homogeneizado no solo; T5- 0,446g de in6culo crescido no arroz triturado e homogeneizado
no solo; T6- 0,144 g de indculo crescido no arroz triturado e homogeneizado no solo.
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Incidéncia de R. solani em soja submetidos a diferentes métodos de inoculagdo. Médias

seguidas por letras iguais ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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De acordo com a figura 8, observou-se que apenas o tratamento testemunha nao
apresenta o fungo R. solani e todos os métodos de inoculagdo empregados proporcionaram o
desenvolvimento da doenga nas plantas de soja. Verificou-se também que os primeiros sintomas
na soja foram observados em plantas inoculadas pelo método do T4, onde a incidéncia atingiu
100%. O aumento da concentracdo do indculo a 1,4g, macerado e homogeneizado no solo
comprovou a maior € mais rapida a¢do do patégeno, quando comparado 68 % de incidéncia de
T6 -tratamento com o mesmo inoculo, nas mesmas condigdes, porém em concentragao de
0,144g; Segundo Medeiros et al. (18), metodologias de infestacao de solo sao menos severas,
e exigem maior tempo, € uma concentragdo de doenca impar para aparecimento dos sintomas,
uma vez que o patdgeno precisa primeiramente se estabelecer no solo para entdo efetuar a
infeccdo; diante disso maiores concentragdes podem interferir na incidéncia do patdgeno;
Tratamentos como T1 e T2, incidéncia 81% e 68% , respectivamente, mostram que incidéncia
da doenga pode também ser influenciada na disposi¢do do inoculo no solo, visto que o
tratamento T1; 5 esclerodios depositados a Icm da superficie, houve maior incidéncia da
doenca, quando comparado a T2, onde os esclerddios estao misturados aleatoriamente no solo.
Ainda acerca dos resultados de patogenicidade € possivel inferir que a inoculagdo com 5 graos
de arroz colonizados sem ser triturados, ¢ capaz de causar incidéncia de 93%, o que mostra que
embora A trituracao do arroz colonizado seja um método de uniformizar o inoculo no solo, isso
ndo interferiu nesse teste no desenvolvimento da doenga. Em outro trabalho realizado por
Oliveira et al. (2008), com diferentes métodos de inoculagao de Rhizoctonia solani na cultura
da cenoura, também foi possivel observar diferengas entre o método de contato e outros
métodos de inoculagao, obtendo desempenho inferior ou superior, isso deve-se ao contato direto
da semente com o patdgeno, ja que o contato das sementes com o patogeno ¢ fundamental para

que se obtenham sementes com diferentes niveis de indculo.

Figura 7: Severidade de Rhizoctonia solani em plantas de soja submetidas aos seguintes
tratamentos; T1- 5 esclerddios a 1 cm da superficie; T2- 3 esclerodios homogeneizado no solo, T3-
5 graos de arroz colonizados; T4- 1,4g de inoculo crescido no arroz triturado € homogeneizado no
solo; T5- 0,446g de inoculo crescido no arroz triturado e homogeneizado no solo; T6- 0,144 g de

in6culo crescido no arroz triturado € homogeneizado no solo.
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Severidade de R. solani em soja submetidos a diferentes métodos de inoculag@o, médias seguidas por
letras iguais ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Para a variavel severidade da doenga em folhas (Figura 8), verificou-se que os diferentes
métodos de inoculagdo nao foram semelhantes entre si, diferindo de tratamento para tratamento.
Todos os métodos apresentaram percentual de severidade da doenca variando de 4% (T2) a
92% (T4). As plantulas apresentaram sintomas de murcha e amarelecimento nas folhas, com
necrose nas bordas foliares e posteriormente senescéncia. O maior indice de severidade foi
constatado em plantulas oriundas de sementes inoculadas pelo T4-92%, com concentragdes
1,4g de inoculo macerado, quando comparadas com menor severidade de 4% do T2, inoculado
com 3 esclerddios. O mesmo ocorre com tratamentos que diferem somente em concentragdes
de inoculos; T5- 0,446g e T6- 0,144g, com severidade de 53% e 13%, respectivamente,
podendo inferir que as concentragdes, o inoculo e a disponibilidade espacial do inoculo no solo
podem interferir diretamente na severidade da doenga. Mediante ao teste de patogenicidade de
Rhizoctonia solani, com diferentes concentragdes em casa de vegetacdo, os sintomas
observados foram; lesdo na regido do colo nas plantulas, com aparecimentos de lesdes
profundas, progredindo para o encolhimento do caule lesdo nos cotilédones e deterioragao da
semente (figura 10) evidenciando a capacidade do patdgeno causar doenga em diferentes formas
de inoculacdo, Doengas como R. solani que incide em plantulas jovens ou nas sementes que
apodrecem quando recém semeadas se classificam no grupo de doencas de “damping-oft”, mais

conhecido como tombamento de plantulas, e podem reduzir o stand inicial de plantas no campo
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e consequentemente causar danos econdmicos.

Figura 8: Sintomas de Rhizoctonia solani em plantulas de soja.

(A) Semente de soja com sintomas de deterioracdo; (b) plantula de soja com lesao no colo;
(C) plantula de soja com lesdo nos cotilédones — imagens oriundas do teste de
patogenicidade

7.6 Avaliacao do controle de Rhizoctonia solani por Trichoderma spp. in vivo

Foram selecionados dez tratamentos de Trichoderma spp, para o experimento in vivo,
no controle de Rhizoctonia solani. Para a selecdo desses isolados, foram considerados os
resultados do BOX-PCR. As plantas foram avaliadas quanto a incidéncia da doenga (figura 11).
severidade, emergéncia, altura e comprimento da parte area (figura 12) e raiz. Foram inoculados
simultaneamente Rhizoctonia solani no substrato de crescimento de plantas e cada um dos dez
isolados de Trichoderma spp. no sulco do plantio. As menores incidéncias de lesdes em
plantulas de soja e as maiores porcentagens de controle foram observadas nas parcelas tratadas
com os isolados PEL39 (T. neokoningii) e RBS17 (T. pseudoasperelloides), com incidéncia de
76% e 73%, respectivamente (figura 12) e diferencga significativa em relagao a testemunha, cujo
substrato foi infestado apenas com o patdgeno. Por outro lado, os isolados, PE-43 (7.
longibrachiatum) e TRICH (T. pseudoasperelloides) ndo diferiram significativamente em
relacdo a testemunha, apresentando porcentagens de incidéncia de 91%, 90%%%,
respectivamente A avaliacdao da incidéncia de R. solani foi efetuada uma tinica vez, no decimo
sétimo dia apos a semeadura sendo obtida pela contagem de plantas que apresentaram sintomas
tipicos da doenga, como lesdo na regido do colo nas plantulas, lesdes profundas, e lesdo nos
cotilédones. A avaliagdo dos sintomas foi feita através de analise visual, planta por planta e os

valores foram expressos em porcentagem que foram usados para gerar as analises estatisticas.

Tabela 4: Isolados e os tratamentos condizentes ao teste in vivo.



Incidéncia (%)

Tratamentos |Isolados
T1 RBS12
T2 RBS17
T3 RBS4
T4 RB26

T5 SW2-YU
T6 PE-43
T7 G2-49
T8 TRICH
T9 SW2-59
T10 PEL-39
CN

CP

Figura 9: Incidéncia de R. solani em soja submetidos aos seguintes tratamentos de
Trichoderma spp: T1-RBS12; T2-RBS17; T3-RBS4; RB26; SW2-YU; T6- PE43;
T7-G2-49; T8-TRICH; T9-SW2-59; T10-PEL39. Com CP, como controle positivo,
com inoculo do patégeno e sem tratamento e CN sem tratamento e sem inoculo de
R. solani
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Na avaliacao de 10 isolados de Trichoderma spp. & Rhizoctonia solani, somente quatro
tratamentos; T10 (PEL39); T2 (RBS17); T9 (SW2-59); e T3 (RBS4); com incidéncia de 76%,
73%, 77% e 78%, respectivamente, obtiveram incidéncia inferior a 79% reduzindo
significativamente a incidéncia de lesdes em plantulas de soja. Enquanto, 6 isolados T6 (PE-
43); T(TRICH); T1(RBS12); T4 (RB26); T5 (SW2-59) E T7 (G2-49 tiveram efeito
semelhante a testemunha com patdgeno, ou seja, nao houve controle da doenga. Para o volume
de raiz ndo houve diferenga significativa entre as médias de nenhum tratamento pelo teste de
Scott Knott ao nivel de 5%, o mesmo ocorreu para o teste de severidade. Ou seja, ndo houve
influéncia da agdo de Trichoderma spp no controle de lesdes em plantulas de soja inoculadas

com Rhizoctonia solani € nem no comprimento radicular das plantas.

Figura 10- Comprimento da parte aérea de plantas de soja submetidos aos seguintes
tratamentos de Trichoderma spp: TI-RBS12; T2-RBS17; T3-RBS4; T4- RB26; T5-
SW2-YU; T6- PE43; T7-G2-49; T8-TRICH; T9-SW2-59; T10-PEL39 com substrato
inoculado com R. solani. CP- Controle positivo, com inoculo do patégeno e sem
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Comprimento da parte aérea de plantas de soja submetidas a tratamentos com isolados de
Trichoderma spp. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem pelo teste de Scott-Knott & 5% de
probabilidade.

Observa-se que para o comprimento da parte aérea o tratamento T2 - RBS17 (isolado

de Trichoderma) apresentou o maior valor; seguido dos tratamentos T7 (G2-49), T6, T10, e T9,
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respectivamente, demonstrando que o fungo pode estar associado ao aumento do comprimento
da parte aérea. O tratamento TS5 (SW2-YU) identificado com 7. longibrachiatum apresentou o
valor mais baixo dentre os tratamentos, com decréscimo de 2,7 cm quando comparado ao
tratamento T6 (PEL 43) também identificado como 7. longibrachiatum com média de
comprimento 8.9 cm. O tratamento T1(RBS12) (7. pseudoasperelloides) apresentou um
acréscimo de 2,7 cm no comprimento aéreo quando comparado com o T4 (RB26- T.
longibrachiatum). Os menores comprimentos da parte aérea foram os dos tratamentos T4
(6,2cm), TS5 (6,1 cm) podendo ser associados a presenga do patdgeno, e a redugdo de
mecanismos acdo do Trichoderma spp. como promog¢do de crescimento o que implica no

crescimento radicular e parte aérea da planta.

Figura 11: Comparagdo de parte aérea e raiz de plantas de soja T= planta tratada com
o isolado PEL39 com substrato inoculado com R. solani. CP- Controle positivo, com
inoculo do patégeno e sem tratamento e CN sem tratamento com Trichoderma spp €
sem inoculo de R. solani.

Comprimento da parte aérea de plantas de soja, teste de biocontrole, CN= planta nao tratada
e sem inoculagdo do patogeno, T= planta tratada com a estirpe; ¢ CP= planta ndo tratada e
com a presenga do patogeno.
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8. DISCUSSAO

O primeiro trabalho que descreveu um isolado de T7richoderma como agente de
biocontrole foi publicado por Weindling (1932). Desde entdo, varias espécies do género tém
sido coletadas, isoladas pesquisadas e desenvolvidas como agentes de biocontrole para diversos
patdgenos (MELLO et al. 2007). Com este estudo, foram obtidos dados de quantificagdo de
unidades formadoras de coldnias por grama de solo, em dois diferentes tipos de manejo dentro
do bioma Caatinga, dessa forma foi possivel comparar a distribui¢ao e presenga do género de
Trichoderma em amostras de solo de mata natural de Caatinga e amostras provenientes de solo
convertido para o plantio de banana, portanto, parte dos isolados foram submetidos ao contato
com patdgenos ¢ disturbios como preparo do solo e aplicagao de insumos na aérea convertida.

A avaliagdo dos resultados de UFC’S/g de solo mostraram a densidade populacional do
género Trichoderma em solo convertido de 1,4 log de UFC/g quando comparado a 3,8 log de
UFC/g da densidade de outros fungos, entretanto o mesmo ndo ocorre em solo de mata natural
onde género Trichoderma € mais presente nas amostras naturais obtendo 2,5 log de UFC’g, isso
pode estar atrelado, de acordo com GRANADA et al., 2019, ao processo de uma sele¢ao de
espécies resistentes a ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes e reduzidos a aeragao
do solo, constituindo areas arenosas que acabam por possuir uma biomassa microbiana
reduzida, o que ¢ complementado em MEYER et al 2019 que infere que o género Trichoderma
¢ um fungo oportunista que apresenta capacidade de colonizar substratos variados sob
condi¢cdes ambientais muito diversas, possuindo o maior numero de enzimas hidroliticas
encontradas no Reino Fungi e também um sistema singular de reparagao celular que lhe permite
crescer em condigdes adversas.

Ao todo se obteve oitenta (80) isolados, dos quais vinte e seis (26) foram isolados de
solo convertido para o plantio de Banana (Musae spp.) e cinquenta e quatro (54) isolados de
mata natural; apos as metodologias de extracdo de DNA, e amplificagdo para O BOX-PCR,
construgdo do dendograma em 67 perfis, quinze (15) estirpes foram selecionadas para a
identificacdo molecular, trés das espécies identificadas; (7. neokoningii; T.
Pseudoasperelloides e T. Longibrachiatum de acordo com estudos publicados em literatura
sdo espécies conhecidas e utilizadas no controle bioldgico de fitopatdgenos.

Em um estudo d¢ HARMAN et al. (2004) sobre as acdes de 7. Longibrachiatum
antagdnicas a R.solani, a escolha dessa espécie para atividades de biocontrole e produgdo da
bioformulacdo ¢ devido algumas das boas propriedades que possui, como alta velocidade de

crescimento, produ¢do de elevado nimero de esporos no substrato e alta atividade antagdnica
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contra R. solani. A promogao de crescimento relatada condiziu com os resultados da avaliagao
de comprimento de parte aérea de plantas de soja tratadas com as cepas PE43 e RB26, ambas
oriundas de coleta de mata natural, identificadas como 7. longibrachiatum, que obtiveram
dados de crescimento médio de parte aérea de 1,0 cm e 2,9 cm, respectivamente, em
comparag¢do ao controle positivo infestado.

Em outro estudo semelhante de FAYYADH; 2019 os resultados do efeito bioldgico no
controle da doenca de mudas de tomateiro causada por R. solani mostraram que 7.
longibrachiatum melhorou a germinacao de sementes de tomate e aumentou o crescimento da
planta em 2,2 cm, ambos resultados evidenciam a promog¢ao de crescimento, um dos principais
mecanismos de a¢do do clado longibrachiatum. Esse grupo abriga também algumas espécies
de Trichoderma que podem ser patdgenos oportunistas de humanos imunocomprometidos:
(KUHLS et al., 1999). Contudo, também abriga 7. reesei, utilizado na produ¢do industrial de
celulase (RECZEY et al., 1996). A secdo Longibrachiatum foi umas das primeiras a serem
avaliadas utilizando métodos moleculares SAMUELS et al., 1998 Espécies dessa se¢do sdao
termotolerantes podendo sobreviver e se desenvolver em temperaturas de 37 a 40 °C, o que
possibilita espécies desse clado se adaptem a condigdes de temperaturas mais altas.

Acerca do estudo da biodiversidade presentes nas amostras identificadas, observou-se
que de dez (10) antagonistas selecionados no experimento contra R.solani in vivo, 3 isolados
(RBS17; TRICH; RBS4) foram classificados como (7. Pseudoasperelloides ); 1 isolado
(PEL39) identificado como T. neokoningii; 2 isolados (RB26; SW2-YU; PE43) identificados
como 7. longibrachiatum e 1 isolado (SW2-59) identificado como- 7. huanense, sendo esse
isolado parte de um clado novo do género Trichoderma spp, denominado Hunanense. O
reposicionamento taxondmico ocorreu no estudo de L.S. SALES et al 2025 onde 93 sequéncias
tefl de 90 cepas relacionadas ao clado Spirale foram recuperados de bancos de dados publicos.
onde houve a tranferéncia da espécie de 7. hunanense previamente descrito no clado Spirale
para um novo clado, outra caracteristica da cepa SW2-59 ¢ ter sido isolada de amostras de solo
convertido para plantio de banana . Dentre os isolados identificados, PEL39 identificado como
T. neokoningii, pertencente ao clado Viride faz parte do grupo de espécies isoladas de mata
natural da Caatinga.

Em um estudo semelhante sobre a biodiversidade de isolados de Trichoderma spp., no
Sudeste da Asia, entre 78 isolados identificados, 37 pertenciam a espécie T. harzianum, 16 a T.
virens, oito a T. spirale, trés a T. koningii, trés a T. aureoviride, quatro a T. asperellum, dois a
Hypocrea jecorina, dois a T. viride, um a T. hamatum e um a T. ghanense (Kubicek et al.,

2003). Na presente investigacdo foram identificados molecularmente 15 isolados de
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Trichoderma spp., provenientes de solo do bioma Caatinga, e constatou que a espécie mais
frequentemente isolada foi, 7. Pseudoasperelloides com 6 isolados, em que 4 (TRICH; RBS4;
RBS12; RB17 ¢ RB19) dos isolados sao de mata natural da Caatinga e apenas um (G2-49) ¢
oriundo de amostras de solo convertido.

Neste trabalho, apenas quatro estirpes (PEL39 ;RBS17; SW2-59; e RBS4); com
incidéncia de 76%, 73%, 77% e 78%, respectivamente, obtiveram incidéncia inferior a 79%
reduzindo significativamente a incidéncia de lesdes em plantulas de soja. se revelando serem
efetivas in vivo contra Rhizoctonia solani, patdgeno que ataca culturas economicamente
importantes. De fato, a literatura refere-se a espécies de Trichoderma como parasitas de uma
ampla gama de fitopatogenos, que a despeito da maioria dos agentes empregados no biocontrole
de doengas de plantas apresentaram certo grau de especializacdo. Entretanto, como mencionado
por Dennis & Webster 1971 o nivel de controle pode variar, a depender do isolado e de sua
adaptacao as condicdes bidticas e abidticas especificas, dentro e entre espécies de Trichoderma,
isso poderia explicar as diferencas de controle encontrada entre as estirpes testadas no
experimento in vivo em plantas de soja.

No presente estudo, entre as 60 amostras de solo utilizadas, 30 eram provenientes de
areas convertidas para o plantio de banana e 30 eram de mata natural da Caatinga, Corabi-Adell
(2004) que também trabalhou com isolados de Trichoderma provenientes de areas nativas ou
com reduzido efeito antropico, avaliou a reducdo do potencial antagonista de alguns isolados
de Trichoderma, o que atribuiu a reducdo ou auséncia de dois mecanismos de acdo
pertencente ao género Trichoderma, o micoparasitismo e a competicdo, ja que espécies de
Trichoderma podem ser diferencialmente seletivas contra diferentes fungos.

A agdo do micoparasitismo acontece pelo fato do Trichoderma conseguir localizar e
detectar as hifas de fungos hospedeiros, crescendo em sua diregdo. Possivelmente, isto se da
devido a estimulos quimicos produzidos pela hifa hospedeira, desta forma o Trichoderma
produz estruturas analogas a apressorios e enrolar-se envolvem fortemente em toda a sua
extensao para, entdo, penetrar e digerir a hifa (MELO, 1998). J4 o mecanismo de competigao ¢
um processo referente a interagdo entre dois ou mais organismos, empenhados na mesma
acdo. (MELO, 1996). A competicdo por nutrientes ¢ um mecanismo importante, pois
muitos fungos fitopatogénicos sdo sensiveis a falta de alguns nutrientes (BENITEZ et al.,2004).
Esse ¢ considerado um dos mais classicos mecanismos de biocontrole (HARMAN, 2000).

O menor potencial antagonista apresentado pelos isolados; PE-43; TRICH ; RBS12;
RB26; SW2-59 e G2-49 pode ser resultado de uma maior competi¢do pelos nutrientes, ou uma

menor producdo de protease e cisteina, enzimas produzidas pelas espécies de Trichoderma
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que inativam a capacidade enzimatica do fitopatégenos (Bomfim et al., 2010). A habilidade de
fungos do género Trichoderma obter nutrientes do solo ¢ superior & da maioria dos micro-
organismos, seus mecanismos baseiam-se na capacidade de metabolizar diferentes tipos de
agucares tais como: celuloses, glucanas e quitinas, sendo estes processosmediados pela
assimilagdo de enzimas e permeases (CHETt; INBAR, 1994; DELGADO-JARANA et al., 2003
Segundo HIELJORDel & TRONSMO (2003).

Outra variavel que pode ter interferido nos resultados foi aplicacdo de altas
concentracoes de propagulos de Trichoderma spp. embora altas concentragdes sejam
necessarias para o controle satisfatorio de fitopatdgenos, estudos afirmam que pode ocorrer
consideravel inibicdo da germinagdo dos proprios conidios do antagonista (autoinibigao),
quando esse género ¢ aplicado em doses muito elevadas, o mesmo foi observado nos estudos
de Fravel & Lewis (2004) que examinaram a reducdo da sobrevivéncia e da atividade
saprofitica de R. solani, quando isolados de 7. hamatum e T. virens foram incorporados em
doses superiores a 1,5% (v:v).

Ainda acerca de variaveis que podem ter interferido nos resultados doo experimento in
vivo; Segundo HYAKUMACHI (1996), o declinio na viabilidade de R. solani pode se
encontrar- se associado as mudangas quantitativas e qualitativas nos propagulos do patogeno.
Qualitativamente, pela perda da patogenicidade ou da habilidade de produzir propagulos viaveis
e, quantitativamente, pela reducao direta dos niveis da populacdo do patdgeno, causado por
mecanismos de antibiose e parasitismo. Outros fatores, além da concentracdo do antagonista,
podem ter interferido no desempenho dos isolados, principalmente os ambientais. Segundo
Schmidt et al. (2004), esses fatores sdo importantes para se determinar a quantidade do agente

de controle biologico a ser aplicada para o controle da doenca.

9. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a importdncia de se estabelecer colecdes de culturas de
Trichoderma spp., que sejam representativas de areas geograficas pouco estudadas, pois bons
antagonistas estdo dispersos por diferentes regides do pais. Embora a grande maioria dos
isolados de Trichoderma obtido da Caatinga tenham sido considerados ineficientes no controle
de R. solani, o presente trabalho gerou um numero consideravel de novas culturas fingicas.
Além de acessar a diversidade de isolados e dados de distribuicao e densidade populacional de
Trichoderma spp. na Caatinga, A partir da incorporagdo dessas 80 culturas as colecoes de

microrganismos da Universidade Federal de Lavras, esses novos isolados passam a fazer parte
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do patriménio de recursos genéticos microbianos, preservado na universidade. Vale salientar
que a formagdo de colecdes de culturas ¢ de real importincia pela possibilidade de se
disponibilizar esses organismos para estudos e testes pela comunidade cientifica, o que podera

originar uma infinidade de produtos e processos de interesse biologicos.
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