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RESUMO: Varia¢Ges morfoldgicas ou genéticas entre isolados de Trichoderma harzianum
tem sido recentemente pesquisadas em muitos trabalhos, pois T. harzianum é considerado
um agregado de espécies, agrupadas com base em padrdes de ramificacdo de conidiéforos e
caracteristicas particulares as fialides e conidios. O objetivo deste trabalho foi verificar se
existem variagcbes micromorfolégicas entre cinco isolados de T. harzianum, previamente
identificados por sequenciamento das regides ITS-1 e ITS- 4 do rDNA. Para obtencdo dos
dados, parte do miceélio desenvolvido a 25°C, em meio BDA e auséncia de luz, por sete dias,
foi removido para confeccdo de laminas semi-permanentes. As fialides tiveram dimensdes
de 3,7-8,2x 1,4 - 3,8 um (5,5 x 2,3 um), com relagdo comprimento/largura (C/L) de 2,1 —
2,4, enquanto que os conidios eram subglobosos e ovais com medidas médias de 1,6 — 3,6 X
1,5 - 3,2 um (2,6 x 2,1 pm) e relagéo C/L de 1,02 — 1,11. Embora seja um agregado de
espécies, ndo houve variacdes morfologicas no formato ou nas medidas das estruturas
mensuradas. As laminas foram depositadas no Laminario Fitopatoldgico da Universidade
Estadual de Goias.

Palavras-chave: Taxonomia de fungos. Algodoeiro. Fungos do solo.

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF Trichoderma harzianum
ISOLATES

ABSTRACT: Morphological and genetic variations among Trichoderma harzianum
isolates has been recently researched in several studies, since T. harzianum comprises in a
specie aggregate, grouped based on conidiophore branching patterns and particular features
of phialides and conidia. The objective of this study was to verify if there are a
micromorphological variation among five T. harzianum isolates, previously identified by
sequencing the ITS-1 and ITS-4 rDNA regions. To obtain the data, part of the mycelium
grown at 25°C on PDA medium and in the dark, was removed from seven-day-old colonies
to prepare semi-permanent microscope slides. The phialides showed 3.7 — 8.2 x 1.4 — 3.8
pum (5.5 x 2.3 um), with length/width ratio (L/W) of 2.1 — 2.4, while the conidia were sub-
globose and oval shape with average measure of 1.6 — 3.6 x 1.5 - 3.2 um (2.6 x 2.1 um) and
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L/W ratio of 1.02 — 1.11. Although an aggregate species, there were not morphological
variations in the shape or average of the measured structures. The semi-permanent slides
were stored in the Goias State University Plant Disease Slide Collection.

Key words: Fungi taxonomy. Cotton plant. Soil
fungi.
INTRODUCAO

Um dos componentes iniciais relativos a experimentos com o fungo Trichoderma
compreendem a sua identificacdo, seja por meio de sequenciamento de DNA ou baseada em
caracteres morfoldgicos (CHAVERRI et al., 2003; ABD-ELSALAM et al., 2010;
KAMALA et al.,, 2015). Especificamente, os marcadores de DNA tornaram-se uma
ferramenta poderosa para o estudo de taxonomia e andlise molecular de organismos
(LOPEZ-MONDEJAR et al., 2011). Embora a caracterizagdo molecular seja uma fonte
imensa de dados que pode auxiliar os cientistas na identificacdo de espécies de Trichoderma
(GAJERA; VAKHARIA, 2010), a taxonomia de espécies deste género tem sido definida
com base nas suas caracteristicas morfoldgicas, principalmente o tamanho e forma de
conidios e fialides (SAMUELS et al., 2009; MUTHUKUMAR et al., 2011).

As caracteristicas morfologicas de col6nias, bem como a velocidade de crescimento
micelial a diferentes temperaturas foram utilizadas por PARK et al. (2005b). Para
caracterizacdo de isolados, entretanto, diferencas entre sete diferentes espécies
(Trichoderma sp.1, Trichoderma sp.2, T. harzianum, T. virens, T. atroviride, T. citrinoviride
e T. longibrachiatum) foram evidenciadas mediante mensuragdo de caracteres
micromorfolégicos.

Variacdes morfoldgicas ou genéticas entre isolados de T. harzianum continuam sendo
estudadas por varios autores (PARK et al., 2005a, b; SHARMA et al., 2009; ADB-
ELSALAM et al., 2010; KAMALA et al., 2015). Segundo GRONDONA et al. (1997), a
espécie T. harzianum pode ser dividida em trés, quatro ou até cinco subgrupos especificos,
dependendo das estirpes e caracteristicas avaliadas. Deste modo, variacbes morfoldgicas
entre isolados de uma mesma espécie de Trichoderma podem ocorrer, visto que as
caracteristicas morfologicas sdo facilmente alteradas por influéncias ambientais (PARK et
al., 2005b).

Recentemente, o potencial de cinco isolados de T. harzianum como agentes de
controle biolégico de patégenos habitantes do solo foi observado em laboratério e em
campo por GUIMARAES et al. (2014), CARVALHO et al. (2014) e CARVALHO et al.
(2015). Entretanto, pouco se conhece sobre as variagdes morfologicas entre estes isolados.
Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo micromorfologica de cinco
isolados de T. harzianum, previamente identificados por sequenciamento das regides I1TS-1
e ITS- 4 do rDNA, para verificar se existem variagdes morfologicas entre estes isolados.
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MATERIAL E METODOS

Cinco isolados de T. harzinaum (CEN287, CEN288, CEN289, CEN290 e CEN316)
utilizados neste trabalho pertencem a Colecdo de Fungos para Controle Bioldgico de
Fitopatdgenos e Plantas Daninhas, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, Distrito Federal, Brasil. Os ensaios foram realizados na Universidade Estadual de
Goias (UEG), Ipameri, Goids, Brasil. As culturas armazenadas em nitrogénio liquido foram
recuperadas em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA; batata 200 g L™, dextrose 20 g L%, e
agar 20 g L't a pH 6,5).

Para obtencdo dos dados micromorfologicos, parte do micélio de coldnias
desenvolvido a 25°C em meio BDA e auséncia de luz, apds sete dias de incubacéo, foi
removido para confeccdo de laminas semi-permanentes. Estas foram preparadas
empregando-se o corante azul de algoddo como meio de montagem. Imagens das estruturas
micromorfolégicas foram capturadas com a utilizagdo do microscépio LEICA DM500 e as
medic¢des das estruturas (40 medicOes para cada estrutura) foram feitas pelo uso do software
LAS EZ. 2.0 (100x). As laminas foram depositadas no Laminario Fitopatoldgico, da
Universidade Estadual de Goiés.

Os dados relativos as medidas das estruturas fungicas foram submetidos a analise de
variancia com auxilio do programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011), para obtencdo do
coeficiente de variacdo para o comprimento e largura dos conidios.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas micromorfoldgicas dos cinco isolados de T. harzianum sdo descritos
na Tabela 1. As fialides mostraram dimensdes de 3,7 — 8,2 x 1,4 — 3,8 um (5,5 x 2,3 pm),
com relacdo comprimento/largura (C/L) de 2,1 — 2,4. Estas medidas estdo em conformidade
com Park et al. (2005b) que, trabalhando com um isolado-tipo de T. harzianum ocorrente
em substrato para cultivo de cogumelos, encontraram medidas muito proximas: 3,5 — 7,6 X
1,8 - 3,4 um (5,4 x 2,6 um) e relacdo C/L de 2,1. Os valores publicados por Samuels et al.
(2009): 6,5 - 6,7 x 1,6 — 4,5 um (C/L de 2,1 - 2,2), sdo menos variaveis, porém também
dentro dos intervalos verificados no presente trabalho.

Tabela 1. Caracteristicas micromorfologicas de isolados de Trichoderma harzianum
(CEN287, CEN288, CEN289, CEN290 e CEN316)®

Isolados Fialides Conidios

Tamanho (um) C/L®  Tamanho (um) c/L®
CEN287 38-72x14-32(53x223) 2,4 18-32x18-27(2,4x21) 1,10
CEN288 3,8-8,2x1,6-28(53x2,3) 2,3 20-36x18-30(25x2,3) 1,11
CEN289 4,0-6,9x1,6-33(55x24) 2,3 16-32x15-32(2,4x%x22) 1,08
CEN290 4,2-6,6x1,8-3,0(55x2,5) 2,2 20-28x17-30(24x2,3) 1,02
CEN316 3,7-7,0x20-38(55x26) 21 20-29%x20-28(26x24) 1,06

@valores médios obtidos a partir de 40 unidades de cada caracteristica.
®)Relago entre o comprimento e a largura.
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Os cinco isolados de T. harzianum apresentaram conidios subglobosos e ovais com
medidas médias de 1,6 — 3,6 x 1,5 - 3,2 um (2,6 x 2,1 um) e relagdo C/L de 1,02 — 1,11. De
forma anéloga, estes valores seguem muito fiéis aos encontrados por Park et al. (2005b): 1,8
-3,3x1,7-32pum (2,5 x 2,3 um) (C/L de 1,13) e por Samuels et al. (2009): 2,0 — 5,0 x
1,8—-40um (C/Lde1,1-1,2).

A andlise de sequéncia das regides ITS1 e 2 do rDNA tem sido particularmente viavel
para a caracterizacdo do género Trichoderma ao nivel de espécie (SAMUELS et al., 2002).
Neste sentido, ap6s identificacdo molecular dos isolados CEN, aten¢éo foi dada, no presente
trabalho, para a caracterizacdo destes, com vistas a verificar variagdes morfoldgicas entre o0s
isolados.

De acordo com Shalin et al. (2006), T. harzianum é um agregado de espécies,
agrupadas com base em padrGes de ramificacdo de conidioforos (ramificacGes laterais
curtas) e fidlides curtas e infladas. Embora seja um agregado de espécies, ndo foram vistas
variagfes morfoldgicas nas medidas das estruturas mensuradas dos isolados CEN (Tabela
1). Uma explicagdo para isso reside no fato de estes isolados pertencerem a um unico bioma
(Cerrado) e provenientes do solo de uma mesma localidade (solo de cultivo de algodéo,
Planaltina, DF, Fazenda Cooperbras, Nucleo Rural do Rio Preto).

Para Sharma et al. (2009), é possivel que as variantes de T. harzianum surjam a partir
de recombinantes durante a reproducdo sexual do fungo. No entanto, uma diversidade
genética entre isolados seria possivel de obter se fossem analisadas populacGes de diferentes
localidades de uma grande regido, ou mesmo de um pais, indicando que a migracdo e
reproducdo sexual desempenham papel importante na dindmica populacional de T.
harzianum (CHAVERRI et al., 2003).

Os isolados de T. harzianum apresentaram coeficientes de variagdo relativamente
elevados para o comprimento (CEN287: 12,70%; CEN288: 14,93%; CEN289: 15,99%);
CEN290: 9,31% e CEN316: 9,60%) e largura (CEN287: 10,89%; CEN288: 14,14%;
CENZ289: 17,44%; CEN290: 10,69% e CEN316: 8,26%) dos conidios. Em outro fungo
Hyphomycetes, Guimardes e Carvalho (2014), encontraram coeficientes de variacdo
menores para conidios de Cladosporium herbarum (9,23 e 3,72% para o comprimento e
largura, respetivamente). Embora tenha sido verificado coeficiente de variagdo de até
17,44% na largura dos conidios de um isolado de T. harzianum, ndo houve diferenca entre
os isolados, uma vez que os valores médios para comprimento e largura de conidios e
fialides ndo foram significativos.

CONCLUSAO

N&o ha variagdes morfologicas no formato e nas medidas das estruturas (fidlides e
conidios) mensuradas nos isolados de T. harzianum.
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