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Diversidade de espécies do Clado Chlorosporum e descricao polifasica de
Trichoderma sp. nov. strain MTS29

Autor: Lenon Lima de Santana
Orientador: Phellippe Arthur Santos Marbach

RESUMO: O género Trichoderma é o principal género fungico utilizado na
promocao de crescimento de plantas e no controle biologico de fitopatégenos. O
objetivo deste trabalho foi fazer uma revisdo da diversidade de espécies de
Trichoderma do Clado Chlorosporum usando sequéncias dos genes tefl e rpb2
disponiveis no NCBI (National Center for Biotechnology Information) e a
descricdo e potencial de biocontrole de fitopatdgenos de Trichoderma sp. nov.
MTS29. A andlise combinada das filogenias moleculares e os resultados obtidos
com o ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning) indicaram que as
sequéncias de tefl e rpb2 disponiveis no NCBI representam pelo menos 14
espécies desconhecidas, além das 10 espécies descritas do clado, que estao
distribuidas em quatro continentes, com predominancia para Asia e Europa.
Andlises filogenéticas indicaram que o isolado Trichoderma sp. nov. MTS29 é
uma nova espécie do Clado Chlorosporum e possui colbnias hialinas mudando
para o verde ap0s sete dias, pustulas brancas e esverdeadas, conidios verdes,
lisos, (sub)globosos e elipsoidais e conidioforos do tipo pachybasium-like.
Clamidésporos, odor caracteristico ou pigmentacdo soluvel nao foram
observados. Trichoderma sp. nov. MTS29 inibiu o crescimento de Aspergillus
welwitschiae e Moniliophthora perniciosa (agentes etioldgicos da podridédo
vermelha do sisal e da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, respectivamente) em
ensaios de cultura pareada e de producdo de compostos volateis inibidores do
crescimento micelial. Trichoderma sp. nov. MTS29 é a primeira espécie descrita
do Clado Chlorosporum oriunda do Brasil e a primeira isolada na restinga, o que
mostra que a micobiota deste ecossistema possui uma diversidade fangica com

potencial para aplicacdes biotecnoldgicas.

Palavras — Chave: Funga, Trichoderma, restinga.



SPECIES DIVERSITY OF THE CLADE CHLOROSPORUM AND
POLYPHASIC DESCRIPTION OF Trichoderma sp. nov. strain MTS29

Autor: Lenon Lima de Santana
Orientador: Phellippe Arthur Santos Marbach

Abstract: The genus Trichoderma is the main fungal genus used in the promotion
of plant growth and in the biological control of phytopathogens. The objective of
this work was to review the diversity of Trichoderma species of the Clade
Chlorosporum using tefl and rpb2 gene sequences available at NCBI (National
Center for Biotechnology Information) and the description and biocontrol potential
of Trichoderma sp. nov. MTS29. The combined analysis of molecular phylogenies
and the results obtained with ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning)
indicated that the tefl and rpb2 sequences available at NCBI represent at least
14 unknown species, in addition to the 10 described species of the clade, which
are distributed in four continents, predominantly Asia and Europe. Phylogenetic
analyzes indicated that the isolate Trichoderma sp. nov. MTS29 is a new species
of the Clade Chlorosporum and has hyaline colonies changing to green after
seven days, white and greenish pustules, green, smooth, (sub)globose and
ellipsoidal conidia and pachybasium-like conidiophores. Chlamydospores,
characteristic odor or soluble pigmentation were not observed. Trichoderma sp.
nov. MTS29 inhibited the growth of Aspergillus welwitschiae and Moniliophthora
perniciosa (etiological agents of red rot of sisal and witches' broom of cacao,
respectively) in assays of paired culture and production of volatile compounds
that inhibit mycelial growth. Trichoderma sp. nov. MTS29 is the first described
species of the Clade Chlorosporum from Brazil and the first isolated from the
restinga, which shows that the mycobiota of this ecosystem has a fungal diversity

with potential for biotechnological applications.

Keywords: Funga, Trichoderma, restinga.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sédo organismos que desempenham importantes papeis
ecologicos, atuando como decompositores, parasitas e simbiontes (LIU et AL.,
2018; SEXTON & HOWLETT, 2006), contribuindo desta forma para a
homeostase do meio ambiente. Além disso os fungos sdo o segundo grupo de
organismos eucariotos mais abundantes que existe (SCHOCH, et al, 2012),
ressaltando a importancia deles para a natureza. Além da importancia ecoldgica
0s representantes do Reino Fungi possuem importancia para o homem como a
exemplo, na producdo de farmacos, no ramo alimenticio, na agricultura, na
industria téxtil, na producao de biocombustiveis e na area médica (AZEVEDO,
2011; ABREU et al., 2015).

Dada a importancia que os fungos representam, existe uma necessidade
de classifica-los e organiza-los em grupos; através dessa organizacdo, €
possivel explorar de maneira mais efetiva a utilidade que cada um desses
organismos possui (DREYFUSS e CHAPELA, 1994), ou encontrar maneiras de
combater fungos potencialmente patogénicos (PELZER et al., 2011). Ressaltase
a importancia dos estudos taxondmicos, nos quais a taxonomia de fungos
explora caracteristicas morfolégicas (macromorfologia e micromorfologia) e
identificacdo molecular. Os trabalhos taxonémicos sdo importantes para a
classificacdo dos organismos e a revisdo desses trabalhos é essencial pois a
partir delas alguns problemas existentes na classificacdo podem ser detectados
e corrigidos (BISSETT, 1984, 1991a, 1991b, 1991c; BISSET et al., 2015). No
género Aspergillus existe problemas na classificagao dos paralogos B-tubulina e
tubC (HUBKA & KOLARIK, 2012), no género Trichoderma até 2013 nao existia
um consenso sobre a taxonomia do género, pois as descricdes eram baseadas
de acordo com os estagios morfosexuais. Quando o fungo estava na fase
sexuada era descrito como Hypocrea, quando encontrado na forma assexuada
era classificado como Trichoderma. Dessa forma em 2013 os dois géneros foram
unificados permanecendo o nome Trichoderma, por ser mais antigo e a
classificacéo para o género Hypocrea entrou em desuso. Em 2015 foi publicado
um trabalho de revisdo do género, nele 252 de espécies foram revisadas de
modo a se adequar com as normas do ICN (international code of nomenclature)
(BISSETT et al.,, 2015). Apesar da corre¢cdo do género ter ocorrido, outras

situacbes dentro do género Trichoderma requerem atencdo por deixarem
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duvidas quanto a classificacdo de espécies, como é o caso de T. breve, que

morfologicamente se assemelha T. harzianum, porém as analises filogenéticas
indicam que ele possui maior relagdo com T. bannaense (CHEN & ZGUANG,
2017).

O Clado Chlorosporum € caracterizado por espécies com conidios
globosos e/ou subglobosos, conidiéforos do tipo verticilatum ou gliocladium, além
de produzirem estroma semitransparentes, amarelado ou esverdeado
(CHAVERRI e SAMUELS, 2003). Em um estudo recente com 119 isolados de
do género Trichoderma, onde foram identificadas 12 espécies, um isolado do
Clado Chlorosporum, T. Cremeum AN392, apresentou a melhor atividade para
celulase e xilanase, indicando um potencial para estudos e aplicacoes
biotecnoldgicas (BLASZCZYK et al.,2016). A fim de revisar e entender a relagéo
filogenética das espécies de Trichodema dentro do Clado Chlorosporum e poder
resolver problemas dentro deste grupo, este trabalho tem como objetivo resolver
possiveis incongruéncias dentro do clado a partir de analises filogenéticas por
meio dos genes tefl, rpb2 e além de realizar a descricdo de uma nova espécie

de acordo com requisitos exigidos na sociedade taxonémica de micologia.

2. Referencial tedérico

2.1 Taxonomia dos fungos

Os fungos séo organismo eucariotos, heterotréficos, possuem quitina na
sua parede celular e ndo celulose, porém eles foram considerados plantas por
muito tempo, até que Whittaker (1969) em um trabalho sobre diversidade
taxondmica propds que os fungos eram integrantes de um reino distinto do Reino
Plantae, sendo assim o Reino Fungi se estabeleceu como o quinto Reino de
classificacdo biolégica. Segundo Tedersoo (2018) os fungos estdo atualmente
classificado em nove graus taxonémicos (espécie, género, familia, ordem, classe,
subfilo, filo, sub-reino e reino), o Reino esta dividido em 9 subreinos que
comportam 18 filos, 23 subfilos, 74 classes, 215 ordens, 731 familias e 5377
géneros.

A grande quantidade de espécies fungicas se reflete na sua onipresenca
nos mais variados ecossistemas de adgua doce, marinho e terrestres, participando
de processos importantes como a decomposicado de matéria organica e ciclagem

de nutrientes além de estarem envolvidos com o controle populacional, atuam
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também como mutualistas intestinais anaerobicos e mutualistas de organismos

autotroficos (RODRIGUEZ et al., 2009; ASPLUND e WARDLE, 2017).

Devido a grande quantidade e variedade de espécies, a irregularidade nos
ciclos de vida, e a possuir uma morfologia relativamente simples, os fungos
apresentam dificuldade na determinacdo de limites entre espécies,
consequentemente impossibilitando a unificacdo de parametros taxonoémicos.
Para além disso outros causadores para essa obscuridade sdo seus pequenos
corpos, plasticidade metabdlica e ecolégica e o seu desenvolvimento dentro de
um substrato (CAI e DRUZHININA, 2021).

Realizar taxonomia em fungos nunca foi uma tarefa facil, pois muitas vezes
existia a dificuldade de delimitar os limites entre espécies, contudo, com o avango
de técnicas moleculares, o estudo taxondmico passou a ter um novo nivel de
aprofundamento nas suas analises, 0 que permitiu uma maior precisdo na
caracterizacdo das espécies (LUCKING et al., 2020). As técnicas moleculares
forneceram um novo conjunto de caracteres a serem analisados pelos
taxonomistas, a partir de seu conjunto gendmico (BALINT et al., 2016).

Com o advento das técnicas moleculares, é possivel utilizar algumas
sequencias de DNA, que sdo padronizadas e capazes de auxiliar de maneira
mais correta na identificacdo e classificacdo de espécies, esses sequencias sao
chamados de DNA barcode (HEBERT et al., 2003); atualmente algumas regides
do DNA ja sdo conhecidas e utilizadas como DNA barcodes, em fungos por
exemplo o ITS é utillizado como um marcador universal, porém existem
marcadores mais especificos e adequados para grupos de fungos, como o RPB2
que além de utillizado como marcador universal € marcador para
Sordariomycetes, PGK (Fosfoglicerato Quinase) marcador utilizado para
Penicillium, TUB2 (B-tubulina 1) utilizado como marcador para Aspergillus, e
TEF1, marcador molecular para Trichoderma (JAKLITSCH 2009, 2011,
LUCKING et al., 2020)

2.2 Importancia do género Trichoderma

Os fungos do género Trichoderma possuem grande importancia por serem
utilizados na promocao de crescimento de plantas, combate a pragas e na
industria biotecnoldgica. Isso acontece por causa do alto potencial na produgéo

enzimatica, como por exemplo T. reesei que € um fungo altamente estudado



17
devido a sua condicdo como produtor industrial de enzimas para producao de

alimentos, racao e biorefinaria (DRUZHININA et al., 2016; Oszust 2021).

Testes in vitro forneceram informacdes em relacdo as atividades
cellulases (FPU), carboximetilceluloses (CMC), B-glucosidase (BGL), xilanase
(XYL), protease (PRO) e de amilase (AMY), sendo observadas em espécies de
varios géneros, porém no género Trichoderma de uma maneira mais generalista,
as espécies demonstraram uma melhor atividade no conjunto dessas atividades
(OSZUST et al.,, 2021). Algumas espécies sdo estudadas devido a sua
capacidade de produzir enzimas como xilanases e quitinases, outras produzem
imunossupressores que regulam respostas das células T, podendo contribuir no
tratamento de algumas doencas. Além disso, existem espécies deste género que
sao utilizados no controle biol6gico (FERREIRA et al., 2008; ABD-AZIZ et al.,
2008; LI et al., 2019). Oszust (2021) propds que um produto feito a base de um
consorcio de espécies de Trichoderma fosse formulado para utilizacdo durante
plantio, de modo a promover o crescimento e a protecao da rizosfera de plantas
de framboesa devido ao grande potencial enzimatico conjunto das espécies
desse género. Outro estudo realizado na Arabia Saudita mostrou uma quantidade
significativa de Trichoderma presente no solo, e que isolados de espécies desse
género se mostraram eficazes na acao antagdnica contra fungos fitopatogénicos
reduzindo o crescimento deles, com destaque para o F. oxysporum (reducéo de
82% do crescimento), causador do Mal-do-Panama (ALWADAI et al., 2022).

Além do potencial de inibicdo que os isolados de Trichoderma possuem,
testes utilizando T. asperellum, T. harzianum e T. longibrachiatum, mostraram
gue eles podem atuar com efeito de antibiose sobre F. solani (UCP 1395, UCP
1075, UCP1083 e ucpl1098), sendo registrado nos testes, que eles atuam como
micoparasitas, sobrepondo uma col6nia sob a outra e extraindo os nutrientes da
hifa do fitopatdégeno, causando sua morte (FILIZOLA et al., 2019). Atualmente
sao vistas muitas possibilidades de aplicacao do potencial biotecnolégico desses
organismos, pois além dos papeis ja citados que eles desempenham, ainda séo
utiizados na producdo de farmacos, biocombustiveis, tintas e tecidos
(DRUZHININA e KUBICEK, 2016), todas essas aplicabilidades trazem retorno
financeiro, reforcando a sua importancia, que por sua vez retorna parte deste
dinheiro novos para estudos, podendo descobrir novas utilizacbes e
potencializando as suas aplicacdes (OLIVEIRA et al., 2006).

Existe um interesse muito grande pela mudanca de fontes de energia

poluente e ndo renovavel por fontes de energia limpa e renovavel; nesta otica, o
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uso de microrganismos para realizar esta tarefa ja vem sendo utilizado e cada

vez mais estudos vao surgindo em busca de organismos promissores para tal
feito (JOSHI et al., 2022). O biocombustivel € um excelente exemplo e uma
alternativa de substituicdo do petréleo. Espécies de Trichoderma vem sendo
utilizadas em estudos para producdo deste combustivel, no qual se utiliza a
biomassa vegetal (como lignocelulose), que através das acbes metabdlicas do
fungo tem como produto o biocombustivel, que se torna desejavel quando a sua
obtencédo é feita em escala economicamente viavel (CHIRINO-VALLE et al.,
2016; JOSHI et al., 2022). Dentre as espécies de Trichoderma utilizados na
producéo de biocombustiveis o T. harzianum & amplamente utilizado, devido ao
alto conhecimento sobre essa espécie, que possibilitou explorar o alto potencial
de converséao de substratos lignocelulésico em acgucares solUveis (BENOLIEL et
al., 2013). Ferreira Filho e colaboradores (2017) realizaram analises com
ferramentas de bioinformatica na busca por enzimas de varias espécies de
Trichoderma, que sdo filogeneticamente relacionadas; essas enzimas ja
conhecidas de T. harzianum sado voltadas para a industria de producdo de
biocombustiveis, que apesar de estudos mostrarem a grande capacidade que T.
harzianum possui na producao de biocombustiveis, 0 seu uso tem sido maior na
area de biocontrole de fitopatégenos (PERAZZOLLI et al., 2012). Além de T.
harzianum, outras espécies de Trichoderma como o T. viride, T. hamatum, T.
asperellum vem sendo utilizadas no controle bioloégico, contra fitopatdbgenos
como Aspergillus spp., Fusarium spp., que afetam diversas culturas, como
amendoim, alho, tomate, pepino e banana (YEDIDIA et al., 2003; ALFANO et al.,
2007, NAHER et al., 2014; AMANAH, 2017; TAYALA et al., 2021).

Além do uso dos Trichoderma nos mais variados ramos da industria, eles
sdo estudados devido a alta capacidade de se adaptarem a diversos ambientes
e interagir com animais, plantas e até outros fungos, podendo essas interacfes
serem positivas ou ndo (DRUZHININA et al., 2011). Um fator que corrobora com
0 vasto estudo de espécies de Trichoderma é a sua onipresenga nos mais
variados ambientes, espécies de diversos clados, podem ser encontrados em
uma gama de habitats como, solo, casca de arvore, madeira em decomposi¢ao,

associado a outros organismos (BLASZCZYK et al., 2011).

2.3 Clado Chlorosporum
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Através de estudos taxondémicos, o clado é atualmente composto por 10

espécies descritas e oficialmente reconhecidas: T brevicrassum, T chlorosporum,
T costaricense, T cremeoides, T. cremeum, T rosulatum, T sinuosum, T
surrotundum, T thelephoricola, e T zonatum. Este clado era classificado
anteriormente como um complexo de espécies, mas a partir da descricdo das
espécies T. cremeum, T. surrotundum, T. sinuosum, T. chlorosporum, e T.
thelephoricola, foi revelado uma relagéo filogenética bem suportada entre as
espécies atraves dos valores de bootstrap utilizando os genes rpb2 e tefl. Deste
modo os autores do trabalho decidiram classificar esse grupo como clado
(CHAVERRI e SAMUELS, 2003).

Trichoderma costaricense (INB 0003527695.) foi coletado na Costa Rica.
Uma caracteristica desse isolado € a baixa resisténcia em temperaturas mais
baixas, morrendo ao alcancar a temperatura de 4°C. T. surrotundum (G.J.S. 88-
73), Trichoderma cremeum (ATCC:MYA-2862), Trichoderma sinuosum
(BP1:843649) e Trichoderma thelephoricola (G.J.S. 95-135) foram coletados em
diferentes regides dos Estados Unidos, sendo que todas essas espécies foram
coletadas a partir de lascas de madeira (CHAVERRI e SAMUELS, 2003). Apesar
de apresentarem semelhancas morfolégicas e serem isoladas de ambiente de
solo ou como endofiticos, uma espécie do Clado Chlorosporum, T. sinuosum, ja
foi encontrada em ambiente clinico e, apesar de nao ter comprovacao sobre sua
acao como agente etiolégico de infeccles, ele demonstrou uma capacidade de
crescer em temperaturas proximas do 40°C, o que pode indicar um possivel papel
patogénico desse fungo (SANDOVALDENIS et al., 2014).

T. zonatum (HMJAU 34820 e HMJAU 34825), T. rosulatum (HMAS
252548) e T. brevicrassum (HMAS 248871), foram coletados a partir de amostras
de solo na china (ZHU e ZHUANG, 2015; CHEN e ZHUANG 2017; ZHU et al.,
2017). Apesar de T. brevicrassum ser uma espécie descoberta recentemente, o
isolado TC967 foi utilizado em estudo, desempenhando um bom papel de
biocontrole e promovendo o crescimento de pepino, além de apresentar alta
atividade de quitinase contra o Rizoctonia solani, fungo fitopatogénico que afeta
diversas plantacdes de interesse econdmico, como pepino, batata, arroz, feijao,
cebola, dentre outras (SINGH et al., 2002;

BREWER e LARKIN, 2005; ZHANG e ZHUANG, 2020). Outras aplicacoes
biotecnoldgicas/biocontrole que esses fungos apresentam, ja conhecida séo a
producdo de antibidticos peptaibols, o que ja foi comprovado em isolados de T.
thelephoricola (ROHRICH et al., 2015); Um isolado de T. cremeu apresentou
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bons resultados na promocao de crescimento, além da atividade na inibicdo do

crescimento radial de algumas espécies fungicas como Fusarium oxysporum
(VINALE et al., 2016), fitopatdégeno de dificil combate na agricultura de plantas
como a banana (Musa spp). O potencial que T. chlorosporum apresenta no
biocontrole e promocéo do crescimento vegetal em orquideas medicinais € outro

exemplo de possibilidades para este clado (YUAN et al., 2008).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e isolamento de cepa

O isolados de Trichoderma foram obtidos de uma amostra de serrapilheira
coletada no periodo de 28 de agosto de 2012, em uma Area de Protecéo
Ambiental na restinga de Guaibim, BA (13° 16' 10"S 38° 57' 33" W). A amostra
foi classificada como MTS, abreviagéo referente a Mata Sul. Antes do isolamento
a amostra foi armazenada a 4°C. O material de serapilheira foi preparado
utilizando 25g da amostra e diluido até alcancar a concentracéo de 103, onde
essa diluicdo foi estriado em placa de Petri com 15 cm de diametro contendo
agar suplementado com 100 mg/L de cloranfenicol, meio de cultura seletivo para
fungos celuloliticos, sendo posteriormente incubadas a 25°C. A colbnia do
isolado foi transferida para placas de petri de 9 cm de diametro ap6és 5 dias, com
meio de cultura agar extrato de malte e incubadas a 25°C, tempo suficiente para
o inicio da conidiacdo. Plugs de 5mm de didametro das colénias com 4 dias foram
transferidas para tubo de 2,0 mL contendo 1,0 mL de salina e agitado fortemente.
Em placas de petri de 9 cm contendo agar extrato de malte as amostras foram
espalhadas na diluicdo de 10° e incubadas a 25°C. Uma microcol6nia foi
transferida para placas de petri apos 1 dia, contendo agar extrato de malte e

incubadas a 25°C por 7 dias, sendo salvas pelo método de Castellani. A
amostra foi identificada como MTS29 e acrescentada ao acervo de culturas
microbiolégicas, mantido no Laboratério de Biologia Evolutiva (LABEV) na

Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB).
3.2 Recuperacdo de sequéncias de nucleotideos

As sequéncias de tefl dos isolados do Clado Chlorosporum foram

recuperadas a partir base de dados; cole¢cdo de nucleotideos, disponivel no
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banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Para

a obtencéo dessas sequéncias foi realizada a busca a partir do nome da espécie
e através do Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide (BLASTN), no qual
foram posteriormente recuperadas todas as sequéncias do gene relacionados a
espécies deste clado, mesmo aqueles que ndo tem sua classificacédo a nivel de
espécie. Essas buscas foram realizadas em maio de 2022. Ainda foram
recuperadas as sequencias do rpb2 de todas as espécies relacionadas ao Clado
Chlorosporum. Alguns isolados possuiam apenas o tefl e alguns isolados
apenas o rpb2, porém a maior parte dos isolados possuem ambos 0s genes

sequenciados e a sequéncia depositada na base de dados.

3.3 Extracédo de DNA

Foirealizada extragéo de DNA do isolado MTS29, do género Trichoderma a partir
da colecdo de fungos armazenados no Laboratério de Biologia Evolutiva —
LABEV, de espécies da restinga da APA de Guaibim-BA. O fungo foi colocado
para crescer em placas, com 3-5 repeticdes, apds o fungo crescer o micélio foi
removido e colocado em almofariz. Apés essa etapa foi adicionado nitrogénio
liqguido de modo a permitir o rompimento de estruturas celulares de maneira que
o DNA seja exposto. Foi utilizado 1,0 ml de CTAB, tampao utilizado para realizar
a extracdo é adicionado no almofariz juntamente com o micélio macerado, em
seguida a amostra é colocado em um eppendorf de 2,0 ml e levado ao banho-
maria a 65°C por 30 min, sendo que a cada 10 min os tubos foram agitados
manualmente e colocado no banho-maria até finalizar os 30 min, ou seja, essa
agitacao foi realizada 3 vezes. Depois € adicionado 650 uL de cloroférmio: alcool
isoamilico (CIA-24:1) e misturados manualmente até formar emulsédo. Depois
que a emulsdo é formada os tubos serdo levados para centrifugar a 12.000 rpm
por 5 minutos, processo realizado 3 vezes, depois de cada passagem na
centrifuga o material passou por lavagem e a cada lavagem o sobrenadante foi
recuperado. ApOGs a recuperacdo do sobrenadante um volume igual de
isopropanol gelado foi adicionado e em seguida a amostra foi colocada por 10
min em um ultrafreezer a — 80°C ou 24 horas em temperatura -20°C. Depois de
resfriada, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante descartado. O pellet
formado foi lavado duas vezes com etanol 70 %, e levado para ser secado em
temperatura ambiente em uma estufa previamente estéril e ligada. Apds a

secagem o pellet foi ressuspendido em 49 uL de TE contendo 0,30 pug. mL™* de
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RNAse em concentracao final, a amostra foi incubada por 30 minutos em banho-

maria a 37° C para a ressuspensao do DNA e acdo enzimatica da RNAse.

3.4 Amplificagdo e sequenciamento

A amplificacdo e o sequenciamento das regides de interesse dos genes
tefl e rpb2 foram feitas utilizando os primers F- TEF1-728 F e TEF1LLErev para
o tefl e fRPB2-5F e fRPB2_7cR para o rpb2. as reagbes de PCR seguiram as
programacdes seguidas de acordo com o proposto por Liu et al., (1999) e
Jacklistch et al., (2005). Os resultados obtidos a partir do PCR foram purificados
com o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit GE
Healthcare, em seguida eles foram enviados para a ATCgene Analises
Moleculares Ltda, empresa responsavel para fazer o sequenciamento, o
sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer com capilares de 50 cm e
polimero POP7 (Applied Biosystems). As sequéncias foram editadas no

programa DNA Dragon 1.1.9.1 Sequence Contig Assembler Software.

3.5 Analises filogenéticas

As sequéncias foram recuperadas a partir do NCBI no formato FASTA, de
modo que os dados estivessem em um formato de leitura acessivel para o
MAFFT (Multiple alignment program for amino acid or nucleotide sequences)
(KATOH et al., 2009, 2019), nele foi realizado o alinhamento mdltiplo. O arquivo
de alinhamento multiplo de saida do MAFFT, em formato FASTA, foi editado no
MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) e no MEGA 11 (TAMURA et
al., 2013, 2021), de modo que deixamos apenas a regido 2 do tefl, que
utilizamos na filogenia, no ASAP e para calcular a identidade. O programa
JmodelTest 2.1.6, foi utilizado para avaliar os melhores modelos evolutivos, 0
modelo HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) + G (distribuicdo Gamma), para o tefl e
rpb2. As analises filogenéticas foram realizadas na plataforma CIPRES
(https:/lwww.phylo.org/), os arquivos formato FASTA foram convertidos para
arquivos de entrada formato NEXUS. Para realizar as analises no RAXML on
XSEDE, os arquivos NEXUS, foram convertidos em relaxed Phylip, e o modelo
utilizado na analise foi 0 GTRGAMMA com 1000 bootstraps obtendo a arvore
mais verossimil. Para realizar as inferéncias Bayesiana foi utilizado o MrBayes

3.2, com o método algoritmico Monte Carlo de Cadeia de Markov (MCMC). As
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arvores geradas foram visualizadas no FigTree v1.4.4 e editadas no CorelDraw

2020.
3.6 Identidade e delimitacdo de espécies baseadas em sequéncia

Para determinar os limites entre as espécies do Clado Chlorosporum, o
software ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning) foi utilizado, este
web-service calcula a divergéncia entre as sequéncias formando grupos
ranqueados, quanto mais alto os valores, mais divergentes as sequencias sao
(PUILLANDRE et al., 2021). Com a formacéo de grupos foi feita uma analise de
identidade na ferramenta BLASTN entre as sequéncias dos grupos e as

sequéncias dos isolados tipos com os diferentes grupos formados.

3.7 Atividade antagoOnica e avaliacdo na producao de compostos organicos
volateis in vitro contra Aspergillus welwitschiae e Moniliophthora

perniciosa

Foram feitas suspensdes de esporos 1 mL de agar-agua dos isolados
utilizando 5 pl para inoculagdo, com excegéao do isolado de M. Perniciosa, que
foram utilizados discos de 5 mm de diametro do micélio feito com colbnias
crescidas previamente entre 10 e 12 dias. Os ensaios de antagonismo foram
realizados em placas de Petri de 9 cm contendo o meio BDA com os fungos
(fitopatdgeno e agente de biocontrole) sendo inoculados a 0,5 cm da borda da
placa e 8 cm de distancia entre eles, além de serem feitas placas controle
(apenas com o fitopatdgeno ou somente com o0 agente de biocontrole), as placas
foram seladas com papel filme e incubadas em BOD a 25° por 5 dias, ensaio
adaptado do experimento de Magalhdes et al., (2017) que incubou em BOD a
28°C por 10 dias. Para a avaliacdo dos COVs, o material biolégico foi inoculado
no centro de uma placa de Petri de 9 cm, em seguida as placas foram colocadas
fundo com fundo e a parte interna de uma placa ficou voltada para a parte interna
da outra placa, com uma barreira fisica feita com papel filme de modo que um
fungo ndo possa entrar em contato com o outro e, foram feitas 15 perfuragdes
para permitir que os COVs possam passar de uma placa para a outra, as placas
foram seladas com papel filme e colocadas em BOD a 25° por 14 dias. Os
experimentos tiveram quatro repeticdes e foram repetidos integralmente duas

vezes. Para avaliar a inibicdo dos fitopatogenos foi comparado o crescimento
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deles na presenca e na auséncia do agente de biocontrole e foram realizadas

medicdes a cada 24 horas até o final do experimento.

3.8 Andlise morfologica

As anadlises morfologicas foram realizadas com trés repeticées no tempo e
em triplicata para cada isolado, utilizando os meios Agar Nutriente Sintético
(SNA), Agar farinha de milho (CMD) e Agar Batata Dextrose (BDA), a 25 °C por
7 dias, utilizando placa de plastico com 20 ml de meios de cultura. A inoculacéo
foi realizada utilizando suspensao de esporo de 1 ml de agar-agua e utilizado 3
pl dessa suspensdo para inoculacdo. As caracteristicas macromorfologicas
analisadas nesse periodo foram, o tipo de crescimento, formacdo do micélio
aéreo, inicio da conidiacao, inicio da producdo de pustulas, a cor da colbnia,
exsudato e pigmentos solUveis. Assim como sua taxa de crescimento apos 72
horas. As caracteristicas microscopicas analisadas como conidio, clamidosporo,
conidioforos, fidlides e pustulas dos isolados fangicos foram analisadas em
microcultivos em placas de Petri, a preparacdo das laminas ocorreu entre 7 e 10
dias, com &cido latico e visualizadas utilizando o microscépio optico. O
comprimento e largura do clamidosporo, conformacdo do conidioforo,
comprimento e largura das células oriundas das fialides bem como a largura da
base e o comprimento e largura do ponto mais largo das fialides e comprimento
e largura das pustulas. A foto documentacédo das colbnias foi registrada com
camera Canon T6i, ja estruturas microscopicas foram foto documentadas através

do microscopico Zeiss Axio Imager.A2 e Leica.

4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacdo das sequéncias de tefl recuperadas

Para realizar o alinhamento multiplo € necessario que as sequéncias de
bases estejam corretamente alinhadas, a fim gerar sinal filogenético. Deste modo
para auxiliar na analise determinamos regides do tefl de acordo com a
localizacdo dos exons e introns. Foi estabelecido um critério que definiu 3 regides

para o gene. As regides foram nominadas como regiéo | (inicio do primeiro exon
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ao final do quarto exon), Il (inicio do quarto intron até o final do quinto intron) e

[l (sexto exon) (Figura 1).

As sequéncias do tefl recuperadas no banco de dados do NCBI variaram
em comprimento de 861 a 1194 nucleotideos, tendo uma cobertura sobre a maior
parte do gene. Alguns isolados recuperados nos bancos de dados ndo possuem
a regiao Il e/ou regiao lll sequenciada, desta forma para realizar o alinhamento
multiplo do tefl isolados sem essas 2 regifes e isolados apenas com a regiéo |
foram descartados para evitar ruidos filogenéticos.

Foram recuperadas as sequencias de tefl de 77 isolados relacionados ao
Clado Chlorosporum (Tabela 1), essas sequéncias estao distribuidas em 10
espécies conhecidas: T. brevicrassum, T. chlorosporum, T. costaricense, T.
cremeoides, T. cremeum, T. rosulatum, T. sinuosum, T. surrotundum, T.
thelephoricola e T. zonatum, além de 3 isolados ainda nédo classificados
taxonomicamente a nivel de espécie: T. sp. TAMA 04, T. sp 11013 e T. sp.
10308 (Tabela 1).

Figura 1 - Esquema do tefl e as regides propostas

Regiao | Regio Il Regiéo Il
[ | | |
| | | | | | J
T T T T T T
1 3 Iy 5 5
B Exon
Il Intron

Autor: Lenon Lima de Santana, 2022
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Tabela 1 — Numero de acesso do tefl e rpb2 dos isolados relativos identificados
no Clado Chlorosporum recuperados do NCBI e utilizados neste estudo.

Numero de acesso no GenBank

Nome Strain
RPB2 TEFl-a
Trichoderma brevicrassum HMAS:248871 KY688008.1 KY688064.1
HMAS:248872 KY688009.1 KY688065.1
Trichoderma chlorosporum G.J.S. 98-1 AY391906.1 AY737737.1; AY391968.1
DAOM:232832/ G.J.S. 88-33 KJ842194.1/ AY391903.1 KJ871143.1/ AY391966.1
P.C. 4 AY391907.1 AF328561.11
G.J.S. 95-88 AY391905.1
G.J.S. 91-150 AY391904.1 AY391967.12
Trichoderma costaricense PC21 AY391921.1 AY737741.1, AY391980.1
Trichoderma cremeum DAOM:176235D KJ871141.1
BMCC:LU627 KJ871138.1
AN392 JX184094.1
GJS 91-125 AF545511.1 AY737736.1; AF534598.1
DAOM:231312 KJ842195.1 KJ871140.1
TAMA 0186 ABB856752.1 ABB856679.1
G.J.S. 02-52 AY391922.1 AY391981.12
S112 KF134790.1
NNIBRFG22286 MW073294
Trichoderma cremeoides S117 KJ665458.1
S98 KJ665463.1
S192 KJ665254.1 KJ665460.1
S113 KJ665457.1
S191 KJ665459.1
S112 KJ665253.1 KJ665456.1
S431 KJ665462.1
S207 KJ665461.1
Trichoderma miltoni 0Q677418 0Q677412
Trichoderma rosulatum 7752 KF730005.1 KF729984.1
Trichoderma sinuosum HMAS:252541 KF730003.1 KF729983.1
HMAS:252542 KF730006.1 KF729985.1
S333 KJ665727.1
PC8/ DAOM:232839 AY391942.1/KJ842198.1 AY737743.1; AY391997.1/
KJ871139.1
C.P.K 2008 FJ860698.1
C.P.K 1595 FJ179619.1 FJ860697.1
S349 KJ665341.1 KJ665728.1
S270 KJ665339.1 KJ665723.1
S378 KJ665342.1 KJ665729.1
S274 KJ665724.1
S295 KJ665726.1
S276 KJ665340.1 KJ665725.1
S158 KJ665338.1 KJ665722.1
uthsc:07-3543 HG931262.1
Tc25 KP890332.1
G.J.S90-117 AY391928.1 AY391987.12
G.J.S. 90-38 AY391930.1 AY391988.12
G.J.S. 90-41 AY391931.1 AY391989.12
G.J.S. 90-88 AY391932.1 AY391990.12
G.J.S.91-72 AY391933.1
G.J.S. 92-79 AY391934.1 AY391991.12
G.J.S. 95-147 AY391935.1 AY391992.12
G.J.S. 95-203 AY391936.1 AY391993.12
G.J.S. 95-205 AY391937.1
G.J.S. 95-206 AY391938.1
G.J.S. 95-209 AY391939.1
G.J.S. 97-205 AY391994.12
G.J.S. 97-221 AY391940.1 AY391995.12
G.J.S. 98-163 AY391941.1 AY391996.12
P.C.9 AY391943.1 AY391998.12
G.J.S. 90-131 AY391929.1
Trichoderma sp. TAMA 0434 ABB856753.1 AB856680.1
Trichoderma sp. 11013 MF095882.1 MF095884.1
Trichoderma sp. 10308 MF095883.1 MF095885.1
Trichoderma surrotundum GJS 8873 AF545540.1 AY737734.1, AF534594.1
DAOM:231315 KJ842196.1
Trichoderma thelephoricola 9368 KU051701.1 KU051706.1
9287 KU051700.1 KU051705.1
DAOM:232843 KJB842197.1 KJ871136.1
C.P.K 2480 FJ860712.1
CBS 120925 FJ860600.1 JQ685886.1 FJ860711.1
S572 KJ665752.1
S577 KJ665753.1
CBS 121138 FJ860601.1
GJS 95-135 AY391958.1 AY392006.1; AY737735.1
Trichoderma zonatum 220 MF374806.2 MF374809.1
225 MF374807.2 MF374810.1

1 Sequencias excluida por ser curta

2 Somente regido Il (figura 1)
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4.2 Filogenias e delimitacdo de supostas novas espécies pelo ASAP e

valores de identidade entre os AGP

As espécies estudadas tiveram suas sequéncias de tef e rpb2
recuperadas da base de dados NCBI para realizar as analises filogenéticas,
incluindo espécies filogeneticamente relacionadas. Contudo alguns isolados ndo
foram incluidos nas analises combinadas dos genes por possuirem apenas o
rpb2, todos os numeros de acesso estao disponiveis na tabela 1.

O isolado descrito como T. chlorosporum P. C. 4, possui uma sequéncia
do tefl muito curta e que estava interferindo nos resultados, por isso decidimos
remové-la, apesar da sequéncia ser curta também notamos que esse fragmento
€ idéntico ao outro isolado do AGP17, T. chlorosporum DAOM:232832.

Os isolados incluidos nas andlises sdo aqueles que possuem as regides
Il e lll do tefl, sendo T. sinuosum a espécie mais representada foi com 13
isolados, as analises indicam que ndo é um clado monofilético (Figura 2). Outra
espécie que nao apresentara monofilia € T. cremeum, que tem 5 isolados em 2
clados distintos da arvore. Os clados formados pela andlise do tefl possuem
valores estatisticos bem consistentes na composicdo para isolados
estreitamente mais relacionados, com valores de bootstrap para maxima
verossimilhanca e inferéncia baeysiana, como o grupo formado por T.
thelephoricola com valores de 100 para ambas as analises.

Trichoderma sinuosum esta presente em diversos clados da arvore
filogenética, todos esses clados possuem valores estatisticos consistentes,
indicando que estes isolados n&o séo filogeneticamente relacionados. Algumas
espécies foram utilizadas como grupo externo, T. virescentiflavum, T.
thailandicum, T. aureoviride, T. fujianense e T. pseudocandidum, de modo a
aumentar o sinal filogenético aumentando o numero de sitios ndo ambiguos e
reduzindo a probabilidade de termos homoplasias.

Estas andlises foram realizadas de modo a entender a relagdo dos
isolados e inferir possiveis novas espécies com o auxilio do ASAP. O resultado
da analise para delimitacdo de espécie encontrou um total de 22 grupos de
particdo para os 50 isolados do Clado Chlororsporum, desconsiderando o0s
isolados que compde o grupo externo. No ASAP partition group (APG) a

formacdo dos grupos estd diretamente relacionada com os clados da éarvore
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filogenética, com excecdo do AGP 6 que é indicado em 2 pontos distinto da

arvore e por espécies Tipo diferente (Figura 2).

Figura 2 — Filogenia de maxima verossimilhanca revelada por RAXML a partir de
uma analise do alinhamento da sequéncia do tefl de isolados do Clado
Chlorosporum. O clado contendo T. aureoviride, T. pseudocandidum e T.
fujianense, foi usado como grupo externo MV acima de 50% (esquerda), PP
acima de 80% (direita), indicada nos nos.

i

ASAP )
Country group partition Habitat Authores

| T. cremeoides S: Portugal
Spain

Italy

Spain

ltaly

Spain

Italy

Italy
NewZeland

54/ 5df--

73100

Paland
Canada

Spain

I
BEM100 - sl Italy
= Croacia
991108 : Croacia
T. sinuasum Croacia

eaiton] T sp. 11013 China
g7100 ) T. sinuosurn S270 Croacia
T. sinvosum 5349 Spain

100”00| T brevicrassum HMAS: 248872 China
T. brevicrassum Hl China

USA
i 53/83 7. cremeum TAMA 0186
Usa

Japan
Ush
T. sinuosum Tc25 Brazil
usa
UsA
N Austria
B Austria
y 61/90 Spain
[P 7 sinuosum HMAS 252541 China
T. sinuosum HMAS 252542 China
T. miltoni MTS29"  Brazil

78100 wwm_o‘ T. thelepharicola 9368 China
el PR T i China
o usa
Italy
L 817 ltaly
8392 == ﬂ' justria
T. rosufalum 7752 'gf]is;ga
99NN — T USA
1000100 L T. chior G.S. Costa Rica
88/100 T co. Cofla Rica
4' 100100 — T, zonatum 225 China
[ T. zonatum 2207 China
T.sp. 10308 China
T. sp. TAMA 0434 Japan
T. fujianense 230
100/100 | T. aureovinde C.P.K. 2848
100/-- T aureovinde C. P. K. 2857

7479

! T. aureoviride C.P.K. 2849

T. pseudocandidum P.C. 59

Autor: Lenon Lima de Santana, 2022

likLsch & Woglmary (2015]

unknu M Braithwaite etal. (2018)

Elasz:zyk etal. (2075)
urkngwn Brathwaite el al {2019)

.akl tsch & Voglmary (2075)

unknoan  2hang & Zhuang (unpublshed)

Jakinseh & Vaglmary (2015)

Chen & Zhuang (2017}

Chaverri & Samusls (2004)
mkn N abuki & Okuda (2013)
Cnaver et al (2005
U"k'!m\“ Bisseit el al {2014
De Souza et al. [2015)

huvan skin Sandoval-Denis et al. (2014

Samuels (unpublished)
Jaklinseh {2011}
Jaklitech & \oglmary {2015)
Zhu & Zhuang (2015)

Qin & Zhuang (2015}

Bissatt et al. (2014)

Jaklitsch & Voglmary (2015}
Jaklitsch (2009)

Zhu & Zhuang (2015}

Bisselt et al. {2014)

Samuels junpublished)

Chaver etal {2013

Zhu & Zhuang (2017}

Zhang & Zhuang (unpublished)

wkroin Yabuki (ndo publicadad)

Colors of continents

[ asia

W central Ameriea
B e

M oceania

W ronh amarica

D South America

OsAPGs1,6,7,12,14, 15,17, 19, 20 e 21 contém o Tipo das 10 espécies

descritas no clado. Para inferir sobre possiveis novas espécies usamos os dados

fornecidos pelo ASAP, combinados com a biogeografia, filogenia e quando
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possivel ao substrato no qual o fungo é encontrado. Trichoderma sinuosum esta

presente nos AGPs 3, 4, 5, 7, 8,9, 10 e 11, indicando que para além do grupo
no qual a espécie tipo esta incluso, os outros AGPs indicam pelo menos 7 novas
espécies que até 0 momento estdo descritas como T. sinuosum (Tabela 2).

O AGP 2 é formado por 3 isolados descritos como T. cremeum, porém o
isolado Tipo esta presente no AGP 12, que contém outro isolado relacionado a
essa espécie, ambos encontrados nos Estados Unidos. Além desses 2 grupos o
AGP13 tem apenas 1 integrante relacionado a T. cremeum, porém a analise de
ASAP e a localizacdo indicam que essa espécie apesar de proxima
filogeneticamente de T. cremum, representa uma nova espécie (Tabela 2).

A espécie que homenageia o0 nome do clado esta representada em 2 AGP
(6 e 15), os isolados do grupo 6 foram coletados nos Estados Unidos, enquanto
o isolado do grupo 15 foi isolado na Costa Rica, além dessas diferencas a
filogenia tem valores de nds que separam esses 2 grupos muito bem suportados
pelas andlises de Maxima Verossimilhanca (MV) e baeysiana. A situacao dos
isolados relacionados a T.thelephricola € semelhantem pois os 2 AGP (16 e 17),
sdo separados também pelos valores estatisticos presentes na arvore
filogenética e pela localizacao geogréfica, na qual o grupo 16 os 4 isolados estao
presentes exclusivamente na Europa, enquanto o grupo 17 tem dois isolados da
China e 1 dos Estados Unidos. A espécie descrita neste trabalho, T. miltoni sp.
nov., tanto nas analises filogenéticas do tefl e do rpb2, bem como no APG (18)
€ separado de todas as outras espécies do clado indicando que é uma nova
espécie, além de ser a Unica espécie deste trabalho coletada em serapilheira
(Figura 2).

Os valores de identidade foram calculados através do algoritmo do programa
BLAST. As identidades entre os isolados de um mesmo AGP foram superiores
a 98,56%, ja os valores de identidade entre isolados de diferentes AGP e os tipos
variaram de 82,81% a 98,95% (tabela 2).



Tabela 2 — Identidade dos isolados de Trichoderma do Clado Chlorosporum agrupados de acordo de acordo com o ASAP.

AGP1

AGP2
AGP3
AGP4
AGP5
AGP6
AGP7
AGP8
AGP9
AGP10
AGP11
AGP12
AGP13
AGP14
AGP15
AGP16
AGP17
AGP18
AGP19
AGP20
AGP21
AGP22
AGP23
AGP24

Possiveis novas
espécies

N&o
Sim
Sim
N&o
Sim
Sim
Sim
Né&o
Sim
Né&o
Sim
Sim
Sim
Né&o
Sim
Né&o
Sim
Sim
Né&o
Sim
Né&o
Né&o
Néo

(%)Varia

Variagdo do tefl nos
ASAP group Partitions

©
©
-
@

99,58

100
98,56-100
99,14-100

100

100

100

100

99,79-100

Variacdo do tefl com as espécies Tipo do Clado Chlorosporum (%)

T. brevicrassum

94,57-94,97

94,74
92,90
*
95,53
94,95
95,27
95,73-95,94
95,44-95,66
95,07-95,87
94,49-94,85
94,44
94,44-95,10
95,10
88,02
92,34
91,90
90,38
91,28-94,8
93,36
91,86
88,68
87,78
85,62-85,84

T. chlorosporum

91,27-91,70

92,09
90,43
92,46
91,20
90,70
91,25
91,91-92,21
92,42-92,75
92,68-93,30
90,99-91,63
91,90
90,66-90,68
94,27
89,29
97
*
89,44
90,69-92,22
91,70
91,78
88,44
86,52
87,09-87,32

T. costaricense

86,21-86,65

87,00
83,88
87,11
85,02
86,59
85,71
85,87-86,09
85,68-87,91
85,38-86,28
86,38-87,05
86,31
85,68
90,29
84,97
84,70
84,63
84,22
88,66-89,18
87,25
87,25
83,33

*

89,60-89,98

T. cremeoides

94,22-94,43

94,83
92,11
95,63
94,36
94,41
94,41
96,73-96,95
97,19-97,86
*
94,53-95,19
93,86
95,42
97,54
86,81
92,89
92,11
89,73
92,19-94,57
93,44
91,47
88,21
86,28
86,08-86,31

T. cremeum

95,09-95,29

95,49
92,99
95,91
96,96
94,84
94,84
*
96,33-96,88
96,38-97,01
94,30-94,66
95,96
95,53-95,54
97,59
89,16
92,06
91,04
89,31
91,30-93,71
93,16
91,67
91,67
86,09
85,19-85,65

T. miltoni

89,04-89,06

89,21
87,15
90,38
88,25
88,35
88,54
89,31-89,53
90,29-90,62
89,73-90,36
89,57-90,25
88,86
88,89
94,22
0,86
88,29
88,76
*
88,84-90,38
90,29
88,55
86,74
84,11
84,11

T. rosulatum

86,11-86,35

87,34
85,35
87,69
86,61
87,15
87,79
88,06-88,27
88,03-89,01
88,18-88,82
87,77-88,41
86,78
85,74
89,72
84,34
87,70
86,48
86,74
87,63-90,49
89,03
87,74
*
83,33
83,60-83,83

T. sinuosum

*

96,42
93,92
95,50
94,09
95,80
95,97
95,09-95,30
94,16-95,11
94,42-94,65
93,36-94,00
94,00
94,68
98,60
88,57
92,21
90,97
89,06
89,62-92,63
91,65
89,72
86,35
86,65
84,71-85,00

T. surrotundum

98,60

98,24
95,79
95,10
97,25
97,57
97,92
97,59-97,94
96,47-97,20
97,54
98,60-98,95
97,11
98,59
*
90,76
93,68
93,97
94,22
95,41
95,76
94,35
89,72
90,29
8511

T. thelephoricola

91,43-91,65

92,89
90,41
93,49
92,41
91,83
91,83
93,16-93,38
93,99-94,00
93,42-93,98
92,66-93,30
92,31
91,88
95,76
89,59
91,96
90,32
90,29
96,13-98,55
*
96,75
89,03
87,25
87,15-87,38

T. zonatum

84,51-85,07

85,13
82,81
85,84
84,33
85,59
85,94
85,19
86,15-86,78
86,31
84,58-85,12
85,81
84,76
85,11
86,62
87,47
86,20
84,11
85,82-86,96
87,38
86,92
83,60
89,89

*

(-) representam os AGP que s6 possuem 1 isolado, (*) indica o AGP que o isolado Tipo faz parte, (--) AGP da espécie descrita neste trabalho.

30
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4.3 Acao de antagonismo direto e producdao de compostos organicos

volateis de T. miltoni

A espécie recém-descoberta do Clado Chlorosporum, foi testada contra
os fitopatdogenos Aspergillus welwitschiae, causador da podriddo vermelha do
sisal (Agave sisalana) e Moniliophthora perniciosa, agente etiolégico da
vassoura-de-bruxa do Theobroma cacao (cacau) (Duarte et al., 2018; Evans,
1978). Os testes envolveram avaliacdo da existéncia de antagonismo direto em
experimentos de cultura dupla (Figura 5). Este resultado tem como objetivo trazer
para além da descoberta de uma espécie nova, potenciais aplicacdes que ela
poderia ter. Os ensaios de antagonismo indicaram que T. miltoni consegue inibir
o crescimento tanto do A. welwitschiae (Figura 3), quanto da M. perniciosa
(Figura 3), no entanto a espécie do género Aspergillus também conseguiu inibir
o crescimento do Trichoderma (Figura 4).

Figura 3. Taxa de crescimento dos fitopatogenos A. welwitschiae e M.
perniciosa, na presenca e na auséncia do agente de biocontrole (T. MTS29),
para observar a inibicdo dos fitopatdgenos.

Crescimento e inibicao dos fitopatdgenos na presenca e auséncia
do agente de biocontrole

—— [ s}
w v} (&3]

iy
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~ >

~

Dias

== A welwitschiae X MTS29 A. welwitschiae Controle M. perniciosa X MTS29 M. perniciosa Controle

Autor: Lenon Lima de Santana, 2022
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Figura 4. Crescimento da colénia do T. MTS29 na presenca dos fitopatdgenos
A. welwitschiae e M. perniciosa, comparados com o crescimento do controle (T.
MTS29 crescendo sozinho em uma placa) ao longo de 5 dias, para observar se
houve inibic&o.

Crescimento e inibigdo do agente de biocontrole na presenca e na
auséncia dos fitopatégenos

Crescimento radial mm

2 3 Dias 4 5

~&=T.MTS29 na presenga do A. welwitschiae =®=T. MTS289 na presenca do M. perniciosa T. MTS29 controle

Autor: Lenon Lima de Santana, 2022

Figura 5. Ensaio de Antagonismo mostrando relacdo de antibiose e parasitismo.
Tratamentos: T. sp. nov. strain MTS29 contra A. welwitschiae (A) e M. perniciosa
(B). Controles: A. welwitschiae (C); M. perniciosa (D).

Autor: Lenon Lima de Santana, 2022

Os ensaios de compostos volateis mostraram que o T. MTS29, conseguiu
inibir os dois fitopatégenos em diferentes meios de cultura (BDA e MEA). No
meio MEA a inibicdo do crescimento micelial foi de 32,8% para o Aspergillus e
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de 15% para o Moniliophthora, enquanto no meio BDA os valores de inibicéo

micelial aumentaram substancialmente, sendo 51% para o Aspergillus e 33%

para o Moniliophthora (Figura 6).

Figura 6. Ensaios de compostos volateis indicando a taxa de crescimento do
agente de biocontrole e dos fitopatdgenos em milimetros ao longo de 10 dias,
com o fitopatogeno sempre no meio BDA e o0 agente de biocontrole em diferentes
meios. Agente de biocontrole crescendo em meio BDA (A e C) e 0 agente de

biocontrole crescendo no meio MEA (B e D).
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4.4 Descri¢cao de Trichoderma miltoni sp. nov.

Através da caracterizacdo morfolégica, fisiologica e filogenética € possivel

inferir que o isolado presente no AGP18 representa uma nova espeécie,

Trichoderma miltoni sp. nov. (Figura 2). A partir do resultado filogenético é

possivel destacar que T. miltoni ndo possui relacéo filogenética proxima com

nenhuma outra espécie do clado, pois este isolado é apresentado de forma

separada das demais espécies, porém é um membro presente do Clado

chlorosporum por possuir uma maior identidade do tefl = 96.01% com T.
cremeoides S117 e o rpb2 = 99.34% com T. surrotundum G.J.S. 88-73. Este
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resultado é corroborado pela arvore do tefl (Figura 2) assim como pela arvore

de rpb2 (Figura 7).

Figura 7 — Arvore filogenética de maxima verossimilhanca de rpb2 obtida no
RAXML. O clado contendo T. aureoviride, T. pseudocandidum e T. fujianense, foi
usado como grupo externo. MV acima de 50% (esquerda), PP acima de 80%

(direita), indicado nos nos.
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Autor: Lenon Lima de Santana, 2022

As analises morfol6gicas mostraram que T. miltoni possui semelhancas
com outras espécies do Clado Chlorosporum, como a aparéncia da colénia no
meio CMD como o crescimento de poucas hifas aéreas, no entanto existem
caracteristicas macromorfologicas que distingue essa espécie de uma forma
geral, qguando comparada a outra espécies como o conidiéforo mais semelhante
a secdo Pachibasium-like, enquanto outras espécies desse clado possuem o

conidiéforo mais semelhante ao tipo Trichoderma-like.

Taxonomia
Trichoderma miltoni sp. nov. De SANTANA, L. L., SALES, L. S., ANDRADE, J.

P., SOUZA, J. T., MARBACH, P. A. S.
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MycoBank No: N&o depositado.

Etimologia: miltoni nomeado em homenagem ao geografo Milton Santos,
considerado um dos grandes intelectuais do Brasil no século XX, autor de mais
de 40 grandes obras como, “O Espacgo dividido”, “A Urbanizagdo Desigual’,
“Espacgo e Método” e “A Urbanizacao Brasileira”, nas quais ele se mostrava um
critico a maneira como a globalizacéo era tratada e a quem ela beneficiava, além
disto ele incluiu populacbes menos favorecidas através da ampliacdo dos
estudos geograficos populacionais, dando enfoque ao desenvolvimento urbano
e territorial. Destaque para o Prémio Vautrin Lud, sendo o Unico brasileiro a

conquistar.

Figura 8. Trichoderma miltoni. MTS29. — (a - ¢) Cultura em 7 dias a 20°C; (a)
SNA, (b) BDA, (c) CMD (d - g) Em CMD 20°C; (d - e) conidioforo; (f) fialides;
(g) conidio. Barras = 10um.

Autor: Lenon Lima de Santana, 2022

Tipificagdo: Tipo: Brasil, Bahia, Valenca, Guaibim, serapilheira.
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Teleomorfo. Desconhecido

Descricdo. Em CMD apés 72h, coldénia com crescimento radial 22-33mm a
20°C, micélio cobrindo a placa apo6s 7 dias a 20°C. Col6nia hialina e pouco
branca, micélio vegetativo inicialmente aderido & superficie do meio de cultura
com crescimento radial irregular. Hifas aéreas curtas e imperceptiveis.
Pdstulas brancas, solitarias e agregadas 0,3 - 1,5 x 0,4 - 1,4 mm (n=30) na
periferia da placa observada em 6 dias. Conidiacdo observada em 7 dias
presente nas pustulas, inicialmente verde-claro tornando-se verde-escuro
ap6s 10 dias. Nenhum odor distinto observado. Presenca de pigmento
amarelo-claro. Conidiéforos pachybasium-like, sinuoso com ramos férteis
emergindo da base, pareado ou solitario contendo 1-2 ramos, as vezes com
prolongamentos estéreis no eixo principal, fialides livremente arranjadas
solitarias ou pareadas, lageniformes a estreitamente lageniforme e
ampuliforme, formando aglomerados na base ou em toda a estrutura. 4 - 10
(-14)x2—=5um, /w1 -1,5, 2 —4 pym largo na base (n=90) surgindo de uma
célula 7 — 15 (-18) x 3 - 6 um (n = 50). Conidios verdes, lisos, (sub)globoso e
elipsoidal 1 - 4 x 1 = 5 ym, l/w 0,7 - 1, 3 (-2) (n=90). Clamidésporos néo

observados.

Em BDA ap6s 72h, raio da colénia com crescimento 20-22 mm a 20°C, micélio
cobrindo a placa ap6s 11 dias a 20°C. Col6nia inicialmente hialina e branca,
tornando-se verde-clara em 3 dias, micélio vegetativo inicialmente aderido a
superficie do meio de cultura na borda da colénia com crescimento irregular.
Plstulas brancas e verde-claras observadas ao redor do indculo em 4 dias,
condensando-se em anéis concéntricos verdeescuros. Conidiacdo observada
em 4 dias ao redor do in6culo. Nenhum odor distinto foi observado. Pigmento

soluvel ausente.

Em SNA apds 72h, raio da colbnia com crescimento 10-16 mm a 20 °C de
didmetro, micélio cobrindo a placa em 9 dias a 20°C, colbnia inicialmente
hialina, tornando-se parcialmente branca e tronando esverdeada apos 9 dias,
0 micélio vegetativo aderiu inicialmente a superficie do meio de cultura com
hifas aéreas curtas e imperceptiveis. Pustulas brancas e verdes, solitarias e
agregadas na periferia da placa vista em 11 dias. Conidiacdo observada ap6s
9 dias. Nenhum odor distinto foi observado. Nenhum pigmento solavel foi

notado.



37
Distribuicdo. Ameérica do Sul, Brasil, Bahia, Valenca, praia de Guaibim.

Nota: Trichoderma sp. nov. MTS29, é semelhante a Trichoderma
chlorosporum morfo/fisiologicamente no meio CMD. As duas espécies
possuem poucas hifas aéreas, auséncia de odor caracteristico, a formacao
de pustulas em ambas as espécies, se concentra na regido préxima a borda
da placa, ambos possuem conidios (sub)globoso de textura glabra. A forma
apresentada pelos conidioforos de T. sp. nov. MTS29, sdo do tipo
pachybasium-like, enquanto o T. chlorosporum possui conidiéforos do tipo
trichoderma-like. Em BDA as diferencas ficam mais evidentes, enquanto T.
chlorosporum possui muito micélio aéreo apos 10 dias o T. sp. nov. MTS29,
apos 7 dias, apresenta muitas pustulas por toda a placa e pouco micélio

aéreo.

Das estruturas analisadas microscopicamente o0s conidiéforos
apresentaram forma mais semelhante a secdo Pachibasium, do que para
espécies do préprio género Trichoderma (figura 9). Muitas vezes com

estruturas longas e estéreis.

Figura 9 - Representacao do conioforos de 7richoderma sp. nov. MTS29 (A)
conidioforo pachibasium reduzido; (B) conidiéforo com prolongacao estéril;
(C) conidiéforo com prolongacao estéril e pontuagdes. Barras = 10um.

Autor: Lenon Lima de Santana, 2022
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5. DISCUSSAO

5.1 Adicdo de uma nova espécie ao Clado Chlorosporum

Quando o isolado MTS29 é comparado com a espécie mais proxima (T.
chlorosporum), descrito por Chaverri et al. (2003) pode-se observar que alguns
aspectos da morfologia deles se assemelham como o formato dos conidios do
MTS29 que varia entre (sub)globoso e elipsoidal enquanto o T. chlorosporum
apresenta conidios (sub)globosos, viridio e glabra, além das caracteristicas
macromorfologicas como a disposicéo das pustulas na placa, e a presenca de
poucas hifas aéreas, no entanto outras caracteristicas ja diferem, como o
conidioforo do tipo pachibasium-like no isolado MTS29 e do tipo trichodermalike
no T. chlorosporum, a presenca de pigmentacdo no isolado estudado e a
auséncia na espécie mais préxima, tornando possivel distinguir as duas espécies
a olho nu, nao indicando sequer uma provavel espécie criptica.

Diferentes espécies de fungos do género Trichoderma possuem o0s
conidioforos do tipo paquibasio, e apesar da estrutura que as hifas assumem
nessas espécies ndao ha duvida quanto ao grupo ao qual eles pertencem. Em
analises filogenéticas utilizando o ITS1 e ITS2, endochitinase (ech42) e tefl,
feitas por Lu et al. (2004), com espécies do género Trichoderma com este tipo
de conidiéforo, indicou que elas formam dois grupos, um com espécies mais
proximas de T. minutisporum e outro com espécies mais préximas de T.
polysporum. Esses dados reforcam o fato de fungos do género Trichoderma
possuirem uma alta plasticidade fenotipica.

Algumas caracteristicas morfolégicas sao restritas a algumas espécies,
porém outras podem estar presentes em varias espécies e até mesmo uma
espécie apresentando mais de uma variacdo de conidiéforo como a espécie
descrita neste trabalho que possui trés, conidiéforo pachibasium reduzido,
conidioforo com prolongacéo estéril e conidioforo com prolongagéo estéril e
pontuacdes (figura 5). Alem de apresentar também trés diferentes tipos de
conidios. Essas caracteristicas podem estar diretamente ligadas com a
capacidade dos organismos desse género povoarem diferentes ambientes e
diferentes regides do globo, e mesmo quando em mesma regido essas espécies

apresentam alta diversidade (Kubicek et al. 2003; Blaszczyk et al. 2011).
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5.2 Limites do Clado Chlorosporum

Para recuperar as sequéncias de tefl e rpb2 dos isolados do Clado
Chlorosporum utilizamos algumas sequéncias de espécies ja descritas como
referéncia (Chaverri e Samuels, 2003). Realizando buscas no NCBI através
da ferramenta BLASTN, onde recuperamos todas as sequéncias que se
enquadravam nos valores definidos pelo ponto de corte. O ponto de corte
estabelecido foi de aproximadamente 97% para o tefl e 99% para o rpb2 (Cai
e Druzhinina, 2021). Ao todo recuperamos as sequéncias dos 2 marcadores
de 75 isolados (Tabela 1), mas para as andlises realizadas fizemos uma
separacdo com uma arvore com todas as sequencias de rpb2 (figura 7),
contendo 57 isolados (Tabela 1) e para a arvore do tefl (Figura 2) triamos as
sequéncias e colocamos apenas os isolados que possuem as regides 2 e 3
do gene (figura 1) de modo a uniformizar as analises e as deixar congruente
com o que foi proposto por Cai e Druzhinina (2021), totalizando 50 isolados,
apenas alguns isolados nao foram incluidos por ndo possuirem as sequencias
de nucleotideos abrangendo as regides necessarias de maneira que o
resultado pudesse ser consistente. As sequéncias utilizadas representam
todas as espécies conhecidas atualmente, e os valores de identidade entre
as espécies do Clado foram superiores a 95%, indicando que toda espécie
com valor de identidade abaixo representa uma espécie outro clado.

Nenhuma espécie foi encontrada no continente africano, partindo da
ideia de que este trabalho traz informacao sobre todas as espécies do clado
ja descritas, é possivel afirmar que o clima mais seco ndo é propicio para
espécies do Clado Chlorosporum. Assim como observamos que a maioria das
espécies foram encontradas no hemisfério norte, onde o clima é mais

temperado, o que pode ser uma preferéncia para os fungos deste Clado.

5.3 Novas espécies dentro do Clado Chlorosporum

Os isolados recuperados para as analises filogenéticas foram
selecionados a partir de uma busca através da identidade entre as sequéncias
de isolados de referéncia do Clado com o que estava disponivel na rede,
sendo escolhidos alguns isolados nao identificados a nivel de espécie, mas
pelo alto valor de identidade havia indicios que se tratava de espécies do
Clado Chlorosporum. Dessa maneira as analises de filogenia bem como no

ASAP foram feitas com 44 isolados inicialmente distribuidos em 10 espécies
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conhecidas. Os 22 grupos de particdo do ASAP, sdo bem sustentados pela

filogenia, apesar de haver problema no AGP6, que é formado pelo Tipo de T.
surrotundum e 2 isolados descritos como T. chlorosporum (DAOM:232832 e
P.C. 4), enquanto o ASAP agrupa esses 3 isolados, a filogenia os coloca em
clados bem distintos na arvore, indicando que nao ha relacéo filogenética
proxima entre eles. Para checar essa variagdo fizemos testes com o tamanho
das sequencias, indicando que quando a sequéncia € muito extensa ela pode
acabar interferindo na precisdo do resultado.

Os isolados descritos como T. sinuosum, formaram 7 AGP (tabela 2),
além de serem separados na arvore filogenética e mesmo quando proximos
na arvore, os ramos indicam uma divergéncia evolutiva (Figura 2). Essa
distincdo entre os isolados dessa espécie ja foi indicada anteriormente por
Jaklitsch e Voglmary (2015), na qual eles definem 4 grupos para T. sinuosum,
formando clados bem suportados estatisticamente a partir da analise do tefl
e que esses grupos sao de provaveis novas espécies. O isolado T. sp.11013,
agrupa com os isolados S349 e S270, refletindo a topologia encontrada na
arvore gerada por Jaklitsch e Voglmary (2015).

Trichoderma thelephoricola entrou neste trabalho com 7 isolados,
todos coletados em amostra de madeira, a delimitacdo no ASAP formou 2
grupos, sendo 1 composto por 4 isolados europeus e outro formado por 2
isolados asiaticos e 1 isolado norte americano, o que pode indicar um
processo de especiacdo devido ao distanciamento geografico (Referéncia).

A espécie T. zonatum foi descrita por Zhu e Zhuang (2017), na qual
dois isolados (220 e 225) foram coletados em solo da China, tanto na analise
filogenética quanto nos dados do ASAP esses isolados agrupam, ratificando
que eles pertencem a uma mesma espécie (Figura 2), o outro isolado
encontrado neste clado (T. sp. 10308) e no AGP20 (Tabela 2), € um isolado
ainda nao identificado a nivel de espécie, porém com os dados coletados a
partir da abordagem polifasica, é provavel que este isolado seja pertencente
integrante da espécie T. zonatum.

Neste trabalho, dos 3 isolados nédo identificados a nivel de espécie e
com sequéncia do tefl ja depositadas na rede, a Unica espécie que nao
agrupa com nenhum outro isolado ja descrito foi T. TAMA 0434, oriunda do
Japéo, este isolado tem valores estatisticos para Maxima verossimilhanca e
bayesiana bem suportados na arvore filogenética, além de formar um AGP

separado dos demais isolados, indicando uma provavel nova espécie.
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Antes das analises realizadas neste trabalho, T. cremeum foi

adicionado a este estudo com 6 isolados, porém apds as analises realizadas,
foi observado que eles separam em 3 grupos, o primeiro formado por
BMCC:LU627, DAOM:176235 e AN392 (Figura 2), cada isolado deste vem de
um continente distinto e se relacionam estreitamente na escala evolutiva,
indicando que eles podem ter sido separados recentemente impedindo um
processo de especiacdo (Referéncia). Este grupo € mais proximo de T.
cremeoides do que dos outros isolados de T. cremum, mas ainda assim
existem diferencas que o separam como espécie (Figura 2). Os outros 2
grupos sdo compostos pelos isolados GJS 91-125, DAOM:231312 (AGP12)
e TAMA 0186 (AGP13), apesar de se relacionarem ainda, ndo é possivel
afirmar que ainda séo individuos de uma mesma espécie, isso porque além
da barreira geografica que separa esses isolados, o comprimento dos ramos
indica que é possivel que o processo de especiacdo ja diferencia estes

isolados o suficiente para defini-los como espécies distintas (Figura 2).

5.4 Identidade entre os isolados Tipo em comparacdo com os AGP

Os isolados dos diferentes AGP foram comparados com os isolados
tipo de todas as espécies atualmente descritas do Clado Chlorosporum,
juntamente com a espécie descrita neste trabalho. Trichoderma surrotundum,
foi o isolado que apresentou maiores valores de identidade global quando
comparados com todos os AGP, isso acontece porgque a sequéncia de bases
do tefl no arquivo de alinhamento € menor que o das demais cepas.

Trichoderma thelephoricola era representado por 7 isolados antes dos
resultados das analises da filogenia e ASAP, apds essas analises os isolados
foram separados em 3 grupos, com identidade que variam com o tipo de T.
thelephoricola entre 96,13% e 98,55% (tabela 2). Quando comparado com o0s
valores dos AGPs individualmente, a identidade de T. thelephoricola
ultrapassa a identidade dos isolados de um mesmo AGP, isso acontece
porque esses isolados séo filogeneticamente muito préximos e pela
sequéncia do T. thelephoricola 9287, ser mais curta em uma regido que
contém mais variacao nos pares de base.

Cai e Druzhinina (2021) propuseram que o tefl das espécies de
Trichoderma tivessem um ponto de corte de 97%, indicando que todo isolado

com valor de identidade superior a essa percentagem fosse considerado de
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uma mesma espécie. Porém neste trabalho é possivel identificar que isolados

de diferentes espécies, indicados tanto pela filogenia quanto pelo ASAP,
podem possuir valores de identidades superior a 97%, como o caso citado de

T. thelephoricola no paragrafo anterior e os isolados tipo de T. cremeoides
gue possui valores de identidade com os isolados do

AGP9 e T. chlorosporum com o AGP 17 iguais ou superiores a 97% (tabela

2).

5.5 Importancia biotecnoldgica e as implicacbes de uma identificacéo

incorreta

O isolado AN392, classificado at¢é o momento como T. cremeum foi
caracterizado como um bom produtor enzimatico (BLASZCZYK et al., 2016),
porém as andlises indicaram que ele ndo pertence a espécie citada e sim a uma
nova espécie. Um produto comercializado a partir de uma identificacdo
equivocada pode acarretar problemas futuros, deste modo € imprescindivel que
se utilize todas as ferramentas possiveis para minimiza-los. Em uma revisao
sobre o complexo de espécies Harzianum, foram apresentados 4 produtos
comerciais que agem no controle biolégico, AKTRIvator®, Promot® WP, WP
Trichosan® e Vitalin®, porém nenhum deles sdo produzidos por cepas do
clado/espécie T. harzianum, indicando que a atribuicdo anterior equivocada
poderia induzir produtores a utilizarem cepas préximas ineficazes (Chaverri et
al., 2015).

5.6 Trichoderma miltoni sp. nov., potencial de antagonismo a partir da
interacao direta contra fitopatégenos

O género Trichoderma vem sendo cada vez mais estudado devido ao
potencial que espécies desse género vem apresentando, dentre 0s mecanismos
desenvolvidos para biocontrole estdo a competicdo, o parasitismo, inducao a
resisténcia e antibiose (SILVA et al., 2022). Os compostos volateis séo
metabolitos secundarios, que podem atuar como biocontroladores, podendo
impedir o crescimento de um parasita, promovendo o crescimento de vegetais,
desta forma muitos organismos sao testados de maneira a desvendar alguma
aplicabilidade biocontroladora que eles possam desempenhar, como alguns
Trichoderma do Clado Harzianum (Maketon et al., 2008; Chaverri et al., 2015).
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O T. MTS29 além de ser o primeiro isolado descrito no Brasil, € o primeiro

descrito na restinga, 0 que sugere uma estratégia de vida eficiente para este
isolado, devido aos componentes bidticos e abidticos que formam este
ecossistema. Deste modo decidimos testa-lo na presenca de A. welwitschiae e
M. perniciosa, utilizando uma estratégia de antagonismo direto. Os fitopatdogenos
A. welwitschiae e M. perniciosa tiveram seu crescimento micelial inibido em
13,75%, e 19,6% respectivamente quando comparados ao controle (Figura 3).

Os resultados obtidos in vitro indicam que a nova espécie inibe o
crescimento dos fitopatdégenos (Figura 3), porém o crescimento do T. miltoni sp.
nov. foi influenciado pelo Aspergillus (Figura 4). O Trichoderma teve o seu
crescimento micelial inibido pelo Aspergillus observado de uma maneira mais
significativa a partir do 4° dia, no qual a inibi¢cdo foi de 8,8%, entretanto no dia
seguinte esse valor de inibicdo praticamente dobrou, onde o crescimento da
colénia reduziu em 17,7% quando comparado ao controle (Figura 4). O maior
valor de inibicdo do agente de biocontrole na presenca do M. perniciosa foi
irrisério, chegando a 1,2% quando comparado ao controle (Figura 4).

A partir desses dados é possivel notar que o A. welwitschiae foi capaz de
inibir o T. MTS29, ainda foi observado na placa a formacdo de um halo de
inibicdo, concluindo dessa forma que o Trichoderma néo seria indicado como um
bom agente de biocontrole no combate ao fungo causador da podridao vermelha
do sisal (Figura 5-A). Contudo quando presente no mesmo espaco que o M.
perniciosa na disputa por nutrientes, o T. miltoni conseguiu inibir sem ter seu
crescimento micelial afetado, uma possibilidade € que o T. MTS29 conseguiu
usar de uma estratégia de micoparasitismo a partir do comportamento das suas
hifas diante do fitopatdogeno (Figura 5-B), indicando que este isolado possui
potencial para inibir o agente causador da vassourade-bruxa (Chaverri et al.,
2015).

Os ensaios de compostos volateis, mostram como 0s metabolitos
secundarios produzidos pelo T. MTS29, foram capazes de inibir o crescimento
micelial dos dois fitopatdgenos (figura 6). Diferente do ensaio de antagonismo
direto em cultura dupla, nos CVOs o Aspergillus teve uma maior taxa de inibicao
guando comparado com o Moniliophthora nos dois meios analisados (Figura 6
A-B). A maior taxa de inibicdo ocorreu no meio de cultura BDA, que é mais barato
gue o meio MEA, sendo um ponto positivo pois, pode baratear os custos na

montagem de experimentos.
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Outro aspecto importante € a possibilidade de estudos futuros em

mecanismos indiretos, de modo a avaliar o potencial do T. miltoni sp. nov. como
agente de biocontrole. Tendo em vista que esse isolado nos testes in vitro

demonstrou capacidade inibitoria contra os fitopatdogenos.

6. CONCLUSAO

Foi realizada a revisdo do Clado Chlorosporum a partir da andlise polifasica
acrescida de biogeografia e ASAP, onde constatamos a existéncia de pelo
menos 24 novas espécies. A espécie recém-descoberta T. miltoni sp. nov.
apresentou potencial inibitorio no crescimento micelial dos fitopatégenos in vitro,
no antagonismo direto os resultados foram melhores contra o M. perniciosa e

nos ensaios de CVOs os resultados foram melhores contra o A. Welwitschiae.
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