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RESUMO

A andlise de caracteristicas morfol 6gicas e culturais podem néo ser suficientes para uma caracterizagdo precisa das
espécies de Trichoderma e Fusarium. Objetivou-se, neste trabal ho, caracterizar aregiao do Espaco Interno Transcrito (ITS)
do rDNA dos isolados UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 de Trichoderma spp. utilizados no biocontrole de Fusarium
oxysporum f. sp. chrysanthemi (isolado) UFSMF6. A extracdo de DNA de cada isolado foi realizada a partir de micélio
produzido em meio liquido Batata-Dextrose. As amostras de DNA gendmico foram submetidas a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) com os oligonucleotideos iniciadores universais ITS1 e ITS4 e o produto gerado foi sequenciado. Os
fragmentos gerados pela amplificagdo da PCR foram tratados com as enzimas de restri¢cdo Hael 1, Hinfl e Mbol. Asregides
ITSL, ITS2 e5.8S do rDNA dessesisolados fngicos foram amplificadas com sucesso. A regi&o | TS dosisolados UFSMT15.1,
UFSMT16 e UFSMT17 de Trichoderma e o isolado UFSMF6 de Fusarium apresentaram uma banda simples com um
fragmento de aproximadamente 600 pares de base (pb). Asenzimas de restri¢do Hael 1, Hinfl e Mbol geraram polimorfismo
de bandas entre osisolados. Com base nas andlises da sequénciade DNA, osisolados UFSMT15.1, UFSMT16, UFSMT17
e UFSMF6 apresentaram maior similaridade com as espécies Trichoder ma koningiopsis, Hypocrea virens, Hypocrea lixii e
Fusarium oxysporum, respectivamente.

Termos para indexagdo: Fungos de solo, caracterizagdo molecular, sequéncias, endonucleases, analises de DNA.

ABSTRACT

The analysis of morphological and cultural characteristics may not enough for the characterization of the species of
Trichoderma and Fusarium. The aim of this work was to characterize the Internal Transcribed Spacer (ITS) region of therDNA
of UFSMT15.1, UFSMT16 and UFSMT17 isolates of Trichoderma spp. used in the biocontrol of Fusarium oxysporum f. sp.
chrysanthemi UFSMF6. DNA extraction of each isolate was accomplished starting from hyphae produced in liquid medium
Potato-Dextrose-Agar. The samples of genomic DNA were submitted to the Polymerase Chain Reaction (PCR) with the primers
ITS1 and ITS4, and the product was sequenced. The fragments generated from PCR amplification were digested with the
restriction enzymesHael I, Hinfl and Mbol. The ITS region of the Trichoderma’sisolates UFSMT15.1, UFSMT16 and UFSMT17
and the Fusarium UFSMF®6 isolate showed a simple band with a fragment with 600 base pairs (bp) approximately. The restriction
enzymes Haelll, Hinfl and Mbol generated band polymorphism among the isolates. The isolates UFSMT15.1, UFSMT16,
UFSMT17 and UFSMF6 showed high similarity whit Trichoderma koningiopsis, Hypocrea virens, Hypocrea lixii and Fusarium
OXySpOrum species, respectively.

Index terms: Soilborne fungi, molecular characterization, sequences, endonucleases, DNA analysis.

(Recebido em 8 de setembr o de 2008 e aprovado em 19 de mar ¢o de 2009)

INTRODUGAO no controle bioldgico. Algumas espécies tém sido relatadas

O género Trichoderma possui espécies de fungos ~ como importantes na degradago de xenobi6ticos no solo

que sdo economicamente importantes principalmente pela  (Kindermann et al., 1998), e também como agentes de
sua capacidade de produzir enzimas, antibidticos e atuacdo  biocontrole de fitopatégenos do solo, como T. harzianum,
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T. viride e T. hamatum (Arisan-Atac et al., 1995). Esses
fungos também podem agir como agentes promotores de
crescimento em plantas, na germinacdo de sementes e na
producdo de flores. Respostas a aplicagdo de Trichoderma
spp. sdo caracterizadas por aumentos significativos na
porcentagem de germinacdo, no peso seco e na alturade
plantas (Melo, 1996).

A identificacdo de Trichoderma €, geramente,
baseada em caracteristicas morfol 6gicas, tais como forma,
tamanho, cor e ornamentacdo dos conidios; presenca e
forma de ramificagdes; e formacdo de elongacdes (estéreis
ou férteis) dos conidiéforos (Rifai, 1969; Bisset, 1984).
Entretanto, descri¢bes das espécies sdo baseadas na
andlise de um nimero limitado de isolados, que apresentam
alta similaridade, assim, muitas vezes a anélise de
caracteristicas morfolgicas e culturais sdo ineficientes para
a caracterizag8o das espécies de Trichoderma (Fujimori &
Okuda, 1994).

Fusarium € um dos géneros de fungos com véarias
espécies capazes de causar doencas em plantas, como as
podriddes de raizes, caules e frutos, além das murchas
vasculares. O género possui ampladistribuicdo geografica,
com ocorréncia em todas as regides do mundo (Poletto et
al., 2006). Algumas espécies sdo particularmente comuns
no solo, onde podem persistir sob a forma de clamidésporos
ou como hifas, enquanto outras espécies produzem
conidios disseminados pelo ar, colonizando normal mente
ramos, folhas, inflorescéncias e frutos (Edel, 1997; Ventura,
1999). A identificac@o de Fusarium em espécies, formae
speciales e ragas é bastante trabal hosa e muitos parametros
devem ser avaliados (Windels, 1991). Os métodos
moleculares tém sido Uteis para auxiliar na diferenciacdo
desses niveis (Kistler et ., 1987).

A identidade dos seres vivos é determinada pela
composicao e sequéncia do material genético. O uso de
técnicas moleculares, através da analise de DNA, possui a
vantagem de ser um processo rapido e altamente sensivel.
Essas técnicas ndo estdo sujeitas a variagdes fenotipicas,
a acdo do ambiente, a0 estagio de desenvolvimento do
fungo e a outros fatores que possam alterar a morfologia
do organismo (Manso & Tenente, 1984). A diferenciag@o
genética entre populacdes de uma espécie constitui o
primeiro estagio da divergéncia evolutiva. Essa
diferenciag8o resulta, na maioria dos casos, da acdo de
diferentes ambientes a que cada populacdo estd sujeita
sobre a variabilidade preexistente na espécie (Marques,
2003). As técnicas conhecidas de diagndstico molecular
fundamentam-se na andlise direta ou indireta da composicéo
0u na sequéncia dos &cidos nucléicos para identificagéo e
caracterizagcdo de organismos (Marques et al., 2002).

Esses métodos moleculares baseados na andlise
do &cido desoxirribonucléico (ADN ou DNA) sao
ferramentas muito Uteis nos estudos de filogenia de
fungos e na diferenciacdo de espécies, formae speciales,
racas e isolados (Kumarae & Sousa, 2002), pois sdo
capazes de determinar o polimorfismo existente entre as
sequéncias de nucleotideos dos organismos (Kistler et
al., 1987). A andlise macromolecular baseada nos &cidos
nucléicos tem sido usada para diferenciar entre e dentro
dos agregados de Trichoderma, podendo demonstrar a
diversidade genética de isolados individuais (Hermosa
et al., 2000).

Uma técnica muito utilizada para taxonomia de
fungos é aamplificagdo daregido ITS do rDNA por PCR. A
regido ITS esta localizada entre os genes 18SrDNA e
28SrDNA e pode ser amplificada por oligonucleotideos
iniciadores especificos (Hillis & Dixon, 1991). O ITS é
dividido em ITSL, localizado entre 0s gens 185e05.8S, e o
ITS2, que separa 0s genes 5.8S e 28S (Hillis & Dixon, 1991,
Schlotterer et al., 1994). Enquanto as regifes dos genes
ribossomai's sd0 altamente conservadas dentro da espécie,
as regibes dos espagadores ITS, por evoluirem mais
rapidamente, podem variar intraespecificamente na
sequéncia de bases e no comprimento (Gerbi, 1985), sendo
frequentemente usadas para taxonomia de espécies e
géneros (Schlotterer et al., 1994; Antoniolli et a., 2000;
Gomeset al., 2002).

Objetivou-se, no presente trabalho determinar a
variabilidade genética da regi&o do ITS do rDNA e a
diversidade de polimorfismo genético dos isolados
UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSMT17 de Trichoderma
utilizados no biocontrole de Fusariumf. sp. chrysanthemi.

MATERIAL E METODOS

Os isolados de Trichoderma (UFSMT15.1,
UFSMT16 e UFSMT17) eF. oxysporumf. sp. chrysanthemi
(UFSM F6) utilizados neste estudo foram obtidos a partir
do teste de Confronto Direto (Bell et al., 1982). Esses, foram
obtidos a partir de teste com 100 isolados de Trichoderma,
dentre os quais selecionaram-se 0s trés isolados mais
eficientes no biocontrole do isolado de Fusarium
(UFSMF6) (Menezes, 2007). Para a obtencdo de micélio,
os isolados foram multiplicados em meio de culturaliquido
batata-dextrose (Dhingra & Sinclair, 1995) por sete dias, a
25°C (+ 2 °C) efotoperiodo de 12 h, em incubadora BOD
(Nova técnica, NT 708-AT). O DNA dos isolados foi
extraido do micélio conforme protocolo de Doyle & Doyle
(1990) e armazenadas a-20°C.

Para a caracterizagdo taxonémica dos isolados de
Trichoderma spp. e Fusarium, utilizaram-se os
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oligonuclectideosiniciadores ITS1 (5 TTC CGT AGG TGA
ACCTGC GG 3)elTSA (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC 3) (Whiteet a., 1990; Hermosa et al., 2000; Kumarae &
Sousa, 2002). A reacgdo totalizou 25 pL contendo
aproximadamente 30 ng de DNA, tamp&o 10X, 2,5 uM de
cada DNTP, 20 nM de MgCl, 25 fimoles da cada um dos
oligonucleotideos iniciadores (Biogen), cinco unidades da
enzima Taq polimerase e &gua ultrapura para completar o
volume da reacé@o. As reagbes foram realizadas em
termociclador MJ Research, INC. PTC — 100MT, sob as
seguintes condigdes térmicas: 94°C por 2 min, 30 ciclos de
94°C por 45 s, 55°C por 30°s, 72°C por 35 se 72°C por 10
min. Ao final dareag8o, o produto foi mantido a-4°C. Um
controle negativo sem DNA foi incluido nas amplificagdes
do PCR. Os fragmentos amplificados e o controle foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,2 %, em
tamp&o TBE 1X, contendo brometo de etidio, visualizado
sob luz ultravioleta e fotografado atravéz do sistema Canon
Snot S2IS. A reacdo da PCR parao DNA de cadaisolado
foi realizada 10 vezes nas mesmas condicles para obter a
reprodutividade dos dados.

Os produtos da PCR foram tratados separadamente
com as endonucleasesHaelll, Hinfl eMbol. A digestéo foi
realizada num total de 20 pL, a 37 °C, durante 12 h. Em
seguida, os fragmentos de restrigdo foram separados em
gel de agarose a 1,2 %, em tampéo TBE 1X, a60 mV por
cercade 3 h. Cadareacdo foi repetida duas vezes para cada
isolado. Os géis foram visualizados e fotografados através
do sistema Canon Snot S2IS.

Os produtos da PCR foram purificados com PEG
8000 13 % e, nas reacles de sequenciamento, utilizaram-se
os oligonucleotideos ITS1 e ITSA4. Para as reacbes de
sequenciamento, foi seguido o protocolo fornecido pelo
fabricante. O sequenciamento foi realizado no sequenciador
Mega BACE 500 (Amersham). Os fragmentos
sequenciados foram analisados utilizando-se o programa
BioEdit (Halli, 1999). Ap0ds, as sequéncias obtidas foram
inseridas no GenBank, sediado no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http//

receberam o codigo de acesso: EU545538 (F. oxysporumf.
sp. chrysanthemi UFSMF6), EU545539 (Trichoderma
UFSMT17), EU545540 (Trichoderma UFSMT16) e
EU545541 (Trichoderma UFSMT15.1).

Para a construcdo da arvore filogenética, as
sequéncias de nucleotideos obtidas dos diferentes isolados
foram submetidas ao ainhamento pelo programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). As sequéncias do
GenBank que apresentaram os dez maiores scores foram
selecionadas para andlise filogenética. As sequéncias de
nuclectideos foram alinhadas pelo programa Clusta W e a
andlise filogenética foi conduzida utilizando o método
“Neighbour—oining”, com 5000 replicatas pelo programa
MEGA, versdo 4 (Tamuraet al., 2006). A similaridade das
sequéncias de nucleotideos entre os isolados foi calculada
pelo programa DNASTAR (Lasergene, 1994).

RESULTADOSE DISCUSSAO

O DNA dos isolados de Trichoderma e de
Fusarium foram extraidos e amplificados eficientemente.
O tamanho dos fragmentos amplificados foi de
aproximadamente 600 pares de bases (pb) para os trés
isolados de Trichoderma (Figura 1a) e para o isolado de
Fusarium (Figura 2a). Os fragmentos amplificados
visualizados na mesma posi¢ao no gel de agarose foram
considerados de mesmo tamanho.

N&o houve variagdo no comprimento das regibes
ITSL, ITS2 e5.8S entre os trés isolados de Trichoderma. A
regido 5.8S apresentou tamanho de 158 nucleotideos e
similaridade de 100 % para os trés isolados. Essa
similaridade também foi observada entre os trésisolados
estudados (Tabela 1) e os isolados obtidos do Genbank
(Tabela 2) paraamesmaregido (Tabelal). Asregides ITS1
e1TS2 dos diferentes isolados apresentaram diferencgas na
constitui¢do nucleotidica (Tabela 1). Tais resultados
corroboraram os trabalhos de Kistler et al. (1987) e Kumarae
& Sousa (2002), onde através de métodos moleculares de
andlise do DNA foi possivel diferenciar espécies, umavez
que esses detectam o polimorfismo existente entre as
sequéncias de nucleotideos dos organismos.

Tabela 1l — Similaridade genética (%) daregido ITSr do DNA elTS1 eI TS2 do rDNA entre osisolados Trichoderma
UFSMT17 (A), Trichoderma UFSMT16 (B), e Trichoderma UFSMT15.1 (C), baseado no método Wilbur-Lipman.

ITS ITS1 ITS2
Isolados A B C A B C A B C
A 100 54,4 51,8 100 64,7 61,8 100 82,5 85,2
B 100 94,6 100 96,8 100 88,1
C 100 100 100
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O isolado F. oxysporum f. sp. chrysanthemi
(UFSMF6) apresentou 0 mesmo comprimento da regido
5.8S dos isolados de Trichoder ma spp., porém ndo a mesma
constitui¢do nucleotidica. A similaridade entre as regifes
5.8S dos isolados de Trichoderma e do Fusarium
(UFSMF6) foi de 98,1 %. Jaasimilaridade entre o isolado
Fusarium (UFSMF6) estudado e os obtidos no Genbank
foi de 100 %.

Os tamanhos de fragmentos gerados pelas
endonucleases de restricdo, aplicadas aos produtos de
amplificagdo daPCR daregido do ITS do rDNA ndo foram
suficientes para a diferenciac8o dos trés isolados de
Trichoderma spp. (Figura 1b). A enzimaHaelll gerou pelo
menos um fragmento no isolado UFSMT15.1, enquanto
que nosisolados UFSMT16 e UFSMT17 aenzima gerou
pelo menos trés fragmentos, sendo dois fragmentos maiores
gue 200 pares de bases e um fragmento de 18 pb. A enzima
Hinfl cortou afitado DNA dos trés isolados em pelo menos
trés regiBes, gerando dois fragmentos maiores, um ao redor
de 300 pb e outro ao redor de 200 pb. Os outros fragmentos
gerados foram menores que 100 pb, ficando esses difusos
no gel. A enzimaMbol cortou varias vezes a sequéncia de
nucleotideos, gerando fragmentos de DNA menores de
200 pb. A banda difusa que aparece abaixo do nivel de 200
pb do marcador corresponde a bandas que apresentam um
comprimento médio de 150 bp. O produto de DNA da PCR
também foi cortado em pedagos menores, que sdo
perceptivels apenas como arraste no gel (Figura 1b). Como

UFSMT17
UFSMT16
UFSMT15.1

o principal objetivo foi caracterizar os isolados de
Trichoderma spp., ndo foram aplicadas endonucleases de
restricdo parao isolado F. oxysporum f. sp. chrysanthemi
UFSMF6.

As sequéncias dos trés isolados de Trichoderma
spp., quando submetidas ao GenBank, apresentaram os
maiores scores com as sequéncias apresentadas na Tabela
2 e Figura 3. O agrupamento por similaridade indica que o
isolado UFSMT17 apresentou maior similaridade com a
espécie Hypocrea lixii (fase sexual de Trichodermasp.), o
isolado UFSMT16 apresentou 0S maiores scores com a
espécie Hypocrea virens e o isolado UFSMT15.1
apresentou maiores scores com a espécie T. koningiopsis.
A conformagdo da arvore filogenética indica que néo
houve variacfes naregido I TS entre isolados do mesmo
género, demonstrando a necessidade da conciliagdo de
caracteristicas morfol4gicas e moleculares para a
identificacdo de subespécies, racas ou formae speciales
para esses organismos.

O isolado de F. oxysporum f. sp. chrysanthemi
(UFSMF®6) utilizado, quando submetido ao alinhamento
pelo BLAST, apresentou homologia, isso € apresentou
maior nimero de residuos que pareiam com isolados da
espécie F. oxysporum. A identificacdo de Fusarium em
espécies é bastante trabalhosa, porém, neste trabalho e,
de acordo com Kistler et al. (1987), os métodos moleculares
empregados foram eficientes naidentificac&o do isolado
UFSMF6.

P> T17Haelll
P TI6PCR
— P Ti6Haem

P> Ti5.1Mbol

12.000bp —p &

12.000 bp ===

1.650 bp
1.650 DD et 650 bp

300bp
Ay 200 bp
100 bp
300 bp —e—

100 bP e

@ (b)
Figura 1 — (a) Produto de amplificacdo por PCR do DNA genémico em gel de agarose dos isolados UFSMT17,
UFSMT16 e UFSMT15.1 de Trichoderma spp. usando os primers ITS1 e ITS4. M - Marcador molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder, Gibco. (b) Produto da amplificacdo por PCR de DNA e da digestdo enzimatica com Hael I, Hinfl e Mbol dos
isolados UFSMT17, UFSMT16 e UFSMT15.1 de Trichoderma. (pb) Pares de bases.
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Tabela 2 — I solados de Trichoderma spp. e Fusarium spp. obtidos do GenBank usados para este estudo.

|solados' NUmero de acesso® Referéncia
Hypocrea lixii strain FG68 EU030373 Wang & Qian (2007)
H. lixii isolate UOKTO33 EF442074 Vahabi et al. (2007)
H. lixii isolate UOKTO023 EF442079 Vahabi et al. (2007)
H. lixii isolate UOKT044 EF442082 Vahabi et al. (2007)
H. lixii isolate AM498496 Hageskal (2007)
H. Virensisolate J13/A8 AF483585 Thornton et al. (2002)
H. Virensisolate J13/B7 AF483586 Thornton et al. (2002)
H. Virensisolate UOKT079 EF442078 Vahabi et al. (2007)
H. Virensisolate UOKTO076 EF442081 Vahabi et al. (2007)
H. Virens strain UNISS EF596954 Megheli et al. (2007)
T. Koningiopsis strain GJS 04-376 DQ323425 Samuels et a. (2005)
T. Koningiopsis strain GJS 04-378 DQ323432 Samuels et al. (2005)
T. Koningiopsis strain GJS 04-373 DQ323437 Samuels et a. (2005)
T. Koningiopsis AB374281 Miyazaki et a. (2008)
T. Koningiopsis strain strain UNISS 17b-15 EF488150 Migueli et al. (2007)
F. solani AAM940071 Gomez (2008)
F. oxysporum AF443071 Quader & Riley (2001)
F. oxysporum strain F-T.1.7-030514-31 EU364850 Zheng et d. (2007)
F. oxysporum strain F-T.1.7-040427-1 EU364854 Zheng et a. (2007)
F. oxysporum strain PR5 EU429440 Gullino (2008)
F. oxysporum strain F-H.6.5-030318-02 EU364842 Zheng et d. (2007)
F. oxysporumf. sp. chrysanthemi UFSM F6 EU545538 Menezes et a. (2008)
Trichoderma lixii UFSMT17 EU545539 Menezes et a. (2008)
Trichoderma virens UFSM 16 EU545540 Menezes et a. (2008)
Trichoderma koningiopsis UFSMT15.1 EU545541 Menezes et a. (2008)

1|solados e 2 nimero de acesso dos mesmos no GenBank — NCBI.

F. oxysporum F-T.1.7-040427-1
F. oxysporum PRS
F. oxysporum F-T.1.7-030514-31

F. oxysporum
FE oxysporum F-H.6.5-030318-02
UFSMF6

F. solani

@ (b)

Figura2 —(a) Produtos de amplificacdo por PCR do DNA gendmico em gel de agarose do isolado de F. oxysporumf. sp.
chrysanthemi UFSMF6 usando os primers ITS1 e ITSA. M - Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, Gibco. (b)
Dendograma filogenético baseado na andlise “Neighbour-joining” daregido ITSTDNA com base em 5000 réplicas de
“bootstrap”. O isolado F. solani foi utilizado como “outgroup”.
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H. virens UOKTO076
H. virens UOKTO079(2)

H. virens JI3/A8

H. virens J13/B7
UFSMTI16

H. virens UNISS23-16
H. virens UOKTO079

H. lixii VI03698 5.8S r RNA
H. lixii UOKT033
UFSMT17

H. lixii UOKTO023

H. lixii UOKT044

H. lixii FG68

UFSMTI15.1
‘ H. koningiopsis GIS04-378

H. Koningiopsis UNISS17b-15

e |
0.01

10 | H. koningiopsis GIS04-376
H. koningiopsis KRCF747

H. koningiopsis GIS04-373

Figura 3—Dendograma baseado na andlise “Neighbour-joining” derivado das sequéncias das regides ITSTDNA, com base em
5000 réplicas de “ bootstrap”, de isolados de Trichoderma UFSMT15.1, UFSMT16 e UFSM T17 e de sequéncias obtidas do
GenBank de diferentes isolados de espécies de Trichodermaspp. O nimero nas ramificagBes representa 0 nimero de “ bootstrap”.

A taxonomia, a genética e a composic¢do da populagdo
de Trichoderma spp. ndo sdo ainda bem compreendidas e,
portanto, sdo necessarios métodos mais precisos para
diferenciar linhagens de diferentes espécies para propdsito
de patente ou determinagéo de variabilidade de linhagens
em ecossistemas naturais (Peres & Melo, 1995). Assim, 0s
resultados sugerem que técnicas moleculares através do
sequenciamento direto do produto do PCR-ITSrDNA
combinado com caracteristicas morfol 6gicas sdo eficientes
para a separacéo e identificac@o de espécies de Trichoderma
e também de Fusarium, uma vez que a taxonomia somente
pelamorfologia pode ndo ser suficiente para a caracterizaco
de espécies (Fujimori & Okuda, 1994).

Portanto, os resultados obtidos reforcam aidéiade
gue a identificagdo de espécies baseada somente em
caracteristicas morfol dgicas e culturais tem limitagfes, uma
vez que essas s80 influenciadas pelo ambiente, alterando
o fendtipo de isolados fungicos.

CONCLUSOES

Os fragmentos gerados pelas enzimas de restri¢do
usadas ndo foram suficientes para identificacdo ou
separacdo dos isolados de Trichoderma, pois apenas
demonstrou sensivel diferenca entre eles.

O sequenciamento de bases daregido ITS foi um
eficiente método paraidentificacdo e separacao de isolados
de Trichoderma e Fusarium.
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