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RESUMO

O género Trichoderma ¢ amplamente reconhecido por seu papel crucial na agricultura moderna,
devido a sua capacidade de promover o crescimento de plantas e controlar doengas de forma
sustentavel e ecologica. Com mais de 500 espécies validas descritas, o crescente numero de
sequenciamentos gendmicos tem revelado um vasto repertério de enzimas e metabdlitos com
grande potencial biotecnologico. Na presente tese, diferentes abordagens taxonomicas, funcionais
e gendmicas foram aplicadas para a caracterizacdo de linhagens de Trichoderma isoladas de
ambientes amazonicos, resultando na descri¢ao de novas espécies e na identificagdo de compostos
bioativos relevantes. No primeiro estudo, foi isolada e caracterizada uma nova espécie,
Trichoderma agriamazonicum, a partir de Scleronema micranthum (Malvaceae). A identificagdo
baseou-se em analises morfologicas e filogenéticas, sendo corroborada por estudos funcionais que
demonstraram a capacidade do fungo de inibir o crescimento de diversos fitopatdgenos por
micoparasitismo e producdo de compostos volateis (VOCs). Ensaios in vivo em frutos de
Capsicum chinense mostraram o controle eficaz da podridao causada por Colletotrichum scovillei.
As andlises quimicas e gendmicas revelaram a producdo de metabolitos inéditos e a presenga de
numerosos clusters biossintéticos, evidenciando o potencial biotecnolégico da nova espécie. No
segundo estudo, foram caracterizadas 43 linhagens de Trichoderma isoladas de sedimentos de rios
amazonicos. A andlise filogenética baseada no gene tefl/-a identificou 15 espécies, incluindo a
descri¢do de cinco novas espécies e o primeiro registro de duas espécies no Brasil. Ensaios de
antagonismo in vitro demonstraram o potencial de varias linhagens como agentes de biocontrole,
resultado que foi validado por testes in vivo em sementes de feijdo-caupi. A prospeccdo gendmica
dessas linhagens revelou uma diversidade de clusters biossintéticos associados a producdo de
metabolitos antifungicos, antibacterianos e citotoxicos. Os resultados obtidos destacam a riqueza
da biodiversidade de Trichoderma na Amazodnia e reforcam o potencial dessas novas espécies
como fontes de biocontrole e de compostos bioativos, contribuindo para o desenvolvimento de
alternativas sustentdveis para a agricultura e para futuras aplicagdes biotecnologicas.

Palavras-chaves: novas espécies, Controle de fitopatogenos, gendmica comparativa, Diversidade
microbiana da amazonia



ABSTRACT

The genus Trichoderma is widely recognized for its crucial role in modern agriculture due to its
ability to promote plant growth and control diseases in a sustainable and ecological manner. With
more than 500 valid species described, the growing number of genomic sequences has revealed a
vast repertoire of enzymes and metabolites with great biotechnological potential. In this thesis,
different taxonomic, functional, and genomic approaches were applied to characterize
Trichoderma strains isolated from Amazonian environments, resulting in the description of new
species and the identification of relevant bioactive compounds. In the first study, a new species,
Trichoderma agriamazonicum, was isolated and characterized from Scleronema micranthum
(Malvaceae). The identification was based on morphological and phylogenetic analyses, which
were corroborated by functional studies demonstrating the fungus's ability to inhibit the growth of
various phytopathogens through mycoparasitism and the production of volatile organic
compounds (VOCs). In vivo assays on Capsicum chinense fruits showed effective control of rot
caused by Colletotrichum scovillei. Chemical and genomic analyses revealed the production of
novel metabolites and the presence of numerous biosynthetic clusters, highlighting the
biotechnological potential of the new species. In the second study, 43 Trichoderma strains isolated
from Amazonian river sediments were characterized. Phylogenetic analysis based on the tefl-a
gene identified 15 species, including the description of five new species and the first report of two
species in Brazil. In vitro antagonism assays demonstrated the potential of several strains as
biocontrol agents, a result validated by in vivo tests on cowpea seeds. Genome mining of these
strains revealed a diversity of biosynthetic clusters associated with the production of antifungal,
antibacterial, and cytotoxic metabolites. The results obtained highlight the richness of
Trichoderma biodiversity in the Amazon and reinforce the potential of these new species as
sources of biocontrol agents and bioactive compounds, contributing to the development of
sustainable agricultural alternatives and future biotechnological applications.

Keywords: New species, phytopathogen control, comparative genomics, Amazonian microbial
diversity
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Avangos e desafios na taxonomia de Trichoderma

O género Trichoderma engloba uma ampla variedade de fungos filamentosos ubiquos,
encontrados em diversos nichos ecoldgicos, como solos, madeira em decomposicdo e tecidos
vegetais. Ecologicamente, esses organismos desempenham um papel essencial como saprofitas,
promovendo a degradacao de polissacarideos vegetais e a ciclagem de nutrientes (PFORDT et al.,
2025). Do ponto de vista econdmico, Trichoderma ¢ de grande relevancia, devido a sua capacidade
de produzir uma vasta gama de metabolitos secundarios e enzimas, além de ser amplamente
utilizado como agente de biocontrole na agricultura (KASHYAP et al., 2017). Contudo, ¢
importante notar que algumas espécies dentro deste género podem atuar como patdgenos

oportunistas em seres humanos e causar doencas em cogumelos cultivados (AN et al., 2022).

A taxonomia precisa de Trichoderma ¢é essencial para uma compreensdo profunda da
diversidade e das relagdes evolutivas dentro do género. Essa precisao ¢ ainda mais crucial devido
ao seu papel fundamental na agricultura, no controle biologico e na biotecnologia, areas nas quais
diferentes espécies e até mesmo linhagens podem apresentar eficacia varidvel contra patogenos
especificos (VINALE et al., 2006; CUNHA et al., 2025). A adaptabilidade e a capacidade de
evolucado rapida de Trichoderma, impulsionadas pela sua grande plasticidade genética, ressaltam
a natureza dindmica de sua taxonomia, o que exige constantes atualiza¢des e refinamentos na

classificagcdo do género.

As classificagdes iniciais de Trichoderma baseavam-se amplamente em caracteristicas
morfologicas, com foco no aparato de esporulagdao assexuada (conidioforo) (CAI et al., 2022).
Historicamente, a definicdo do género e a identificagdo das espécies revelaram-se tarefas
complexas. Em 1939, Bisby prop6s uma visdo controversa, reduzindo a maioria das espécies de
Trichoderma a uma tinica espécie, 1. viride, com base em semelhancas morfologicas percebidas.
Esse sistema permaneceu em vigor até¢ 1969 (DRUZHININA et al., 2005). Em 1969, Rifai revisou
o género, reconhecendo nove espécies agregadas com base na morfologia e nos ciclos de vida das
espécies de Hypocrea (o teleomorfo de Trichoderma) (DRUZHININA et al.,, 2006).

Posteriormente, entre 1984 e 1992, Bissett realizou uma nova investigagdo taxonOmica de



Trichoderma, considerando as espécies agregadas de Rifai como se¢des e reconhecendo espécies

biologicas dentro delas (BISSETT et al., 1991).

A historia da taxonomia de Trichoderma é marcada por revisdes e debates significativos,
evidenciando os desafios inerentes em confiar apenas na morfologia para a classificagdo de
fungos. A reducao a uma unica espécie (7. viride) por um longo periodo demonstra as limitagdes
das ferramentas e do entendimento disponiveis na época. A identificagdo de Hypocrea como o
teleomorfo (estagio sexual) de Trichoderma representou uma tentativa inicial de incorporar
informagdes mais abrangentes sobre o ciclo de vida na taxonomia. No entanto, a natureza
predominantemente assexuada de muitas linhagens de biocontrole limitou sua aplicacdo

generalizada na taxonomia de Trichoderma (SAMUELS et al., 2006).

Apesar desses esforcos, os métodos morfoldgicos apresentavam varias limitacdes. As
caracteristicas morfoldgicas podem ser varidveis e sobrepostas, dificultando a distingdo entre
espécies. A homoplasia, ou a evolugdo convergente de caracteristicas semelhantes, tornou a
identificacdo precisa ainda mais desafiadora. Além disso, em relagdo as caracteristicas da parte
vegetativa, o micélio de diferentes espécies de Trichoderma pode ser indistinguivel. Estima-se que
aproximadamente 50% das espécies de Trichoderma depositadas em cole¢des de cultura com

nomes obtidos apenas por analise morfologica estejam incorretas (DRUZHININA et al., 2005).

A década de 1990 testemunhou uma mudanca de paradigma na sistematica fungica, com a
incorporagdo da analise de sequéncias de DNA, incluindo o género Trichoderma. Os primeiros
trabalhos moleculares envolveram técnicas como RFLP (Polimorfismo do Comprimento de
Fragmentos de Restricdo) e RAPD (DNA Polimorfico Amplificado ao Acaso). Os caracteres
baseados em DNA forneceram um grande niimero de tracos (pares de bases divergentes)

adequados para analise filogenética (BRUNS et al., 1991).

Virias regides genéticas se tornaram marcadores moleculares chave para a identificacao e
filogenia de Trichoderma. As regides do Espagador Transcrito Interno (ITS) do DNA ribossomal
foram amplamente utilizadas devido a facilidade de amplificacdo (ESPOSITO et al., 1998). Os
genes do Fator de Elonga¢do da Tradugdo 1-alfa (tefl-a) e da Subunidade II da RNA Polimerase
(rpb2) ofereceram maior resolugdo para andlises filogenéticas e identificagdo de espécies. A
analise de sequéncias multigénicas, particularmente usando ITS, rpb2 e tefl, tornou-se o padrao
para identificagdo precisa. Outros loci, como a calmodulina (cal) e a endoquitinase (ech42),

também foram explorados (KULLNIG-GRADINGER et al., 2002).
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Atualmente, a identificagdo precisa de espécies de Trichoderma depende
fundamentalmente da andlise molecular, com um protocolo estabelecido que requer a
sequenciagdo de trés regides de DNA (ITS, tefl e rpb2). A identificacdo € considerada valida
quando a sequéncia ITS apresenta uma similaridade de pelo menos 76% com sequéncias de
referéncia, e os genes tefl e rpb2 demonstram alta concordancia com padrdes estabelecidos para
cada espécie. Embora existam ferramentas online e bancos de dados para auxiliar nesse processo,
a identificacao definitiva exige validac¢ao biologica, considerando as caracteristicas morfologicas
e de crescimento, além de conhecimento especializado em taxonomia fingica, visto que cerca de

40% das espécies ainda apresentam desafios para uma identifica¢do inequivoca (LEI e CAI 2021).

2.2 Aplicacdes de Trichoderma na agricultura e biotecnologia

Trichoderma demonstra eficicia no controle de uma ampla gama de patégenos fingicos,
incluindo géneros de grande importancia econdémica como Fusarium, Pythium, Rhizoctonia,
Sclerotinia, Botrytis e Verticillium. Além disso, algumas espécies de Trichoderma sao eficazes
contra patdégenos bacterianos, como Ralstonia solanacearum, Acidovorax avenae, Erwinia
carotovora e Xanthomonas campestris, € apresentam atividade nematicida contra nematoides
parasitas de plantas, como Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus (MIAMOTO et al.,
2017; GUO et al., 2021; TYSKIEWICZ et al., 2022).

Os mecanismos de agdo de Trichoderma como agente de biocontrole sdo diversos e
incluem micoparasitismo, antibiose, competi¢do e indugao de resisténcia sistémica (ISR) (Woo et
al., 2023). O micoparasitismo envolve o ataque direto ao patdégeno fungico, onde Trichoderma
enrola suas hifas ao redor do hospedeiro, penetra-o ¢ degrada sua parede celular através da
secre¢do de enzimas como quitinases e glucanases (MUKHERJEE et al., 2022). A antibiose se
manifesta pela producido de metabolitos secundarios, como peptaibois, gliotoxina e viridina, que
inibem o crescimento de patégenos (BAILEY et al., 2008). A competicao por nutrientes e espago
na rizosfera também ¢ um fator importante, onde 7Trichoderma, com seu rapido crescimento
micelial e adaptabilidade ambiental, limita os recursos disponiveis para os patogenos (SIVAN et

al., 1989; SEGARRA et al., 2010).

Trichoderma também promove o crescimento de diversas culturas, como arroz, tomate,

pepino, banana, repolho, meldao e amendoim, através do aumento da germinagao de sementes e do
11



vigor das plantulas. Observa-se um aumento no comprimento da raiz e do broto, no peso fresco e
seco, ¢ na biomassa total das plantas tratadas (SUBRAMANIAM et al., 2022). Além disso,
Trichoderma melhora a absor¢cdo de nutrientes, especialmente fosforo e ferro, e aumenta a
eficiéncia fotossintética e o teor de clorofila nas plantas (SABA et al., 2012). Os mecanismos pelos
quais Trichoderma promove o crescimento das plantas incluem a producdo de fitormdnios, como
o acido indolacético (IAA), giberelinas e citocininas, e o aumento da solubiliza¢ao de nutrientes

essenciais, tornando-os mais acessiveis as plantas (KHAN et al., 2023).

Além disso, espécies desse género contribuem para a decomposi¢ao da matéria organica,
liberando nutrientes essenciais no solo (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016). Possui potencial
para biorremediacdo de contaminantes do solo, incluindo metais pesados e poluentes organicos, e
pode melhorar a estrutura do solo e a retencgio de d4gua (ZAFRA et al., 2015; RACIC et al., 2023).
Os mecanismos de agdo incluem a secre¢do de enzimas que quebram compostos organicos
complexos e processos metabolicos que podem degradar ou imobilizar poluentes (DACCO et al.,

2020).

Na biotecnologia, o género ¢ um produtor eficiente de CAZymes (Enzimas ativas de
carboidratos) como celulases e hemicelulases, particularmente 7. reesei, que sdo cruciais para a
producao de biocombustiveis a partir da biomassa vegetal (PETERSON et al., 2012). Produz
também amilases (por exemplo, 7. harzianum) para processamento de alimentos e outras
aplicacdes industriais, lipases com potencial nas industrias de biodiesel e laticinios e pectinases
para clarificagdo de sucos de frutas e processamento téxtil (MOHAMED et al., 2011; CORADI et
al., 2013). Os processos ¢ tecnologias envolvidos incluem o cultivo de estirpes especificas de
Trichoderma em biorreatores sob condi¢cdes otimizadas e a engenharia metabolica para aumentar

a produ¢do de enzimas (SEIBOTH et al., 2012).

Trichoderma ¢é reconhecido como um eficiente degradador de biomassa lignocelulésica. A
quebra eficiente da biomassa vegetal ¢ alcangada pela acdo sinérgica de diferentes classes de
CAZymes, incluindo GHs, CEs, PLs e Aas (Tabela 1; Tabela 2). A produ¢dao de CAZymes
especificas ¢ frequentemente induzida pela presenga de componentes da biomassa vegetal, como
celulose, hemicelulose e pectina (HAKKINEN et al., 2012). As swolleninas, proteinas
semelhantes a expansinas, desempenham um papel na disrupg¢ao das fibras de celulose. A produgao

de CAZymes ¢ regulada em nivel transcricional , e comparagdes com outros fungos, como 7.

12



reesei, fornecem contexto para o potencial de Trichoderma harzianum na producdo de

biocombustiveis e outras aplica¢des biotecnoldgicas (EIBINGER et al., 2016).

A acdo coordenada de multiplas classes de CAZymes evidencia a complexidade e a
eficiéncia da estratégia de degradagdo de biomassa de Trichoderma, permitindo-lhe acessar uma
ampla gama de nutrientes derivados de plantas. Diferentes componentes da biomassa vegetal
(celulose, hemicelulose, lignina) requerem diferentes tipos de enzimas para a sua decomposicao.
A agdo sinérgica sugere que Trichoderma secreta um conjunto de enzimas que trabalham em
conjunto. A inducdo de CAZymes especificas pela presenga de substratos demonstra um
mecanismo de resposta altamente adaptavel, onde Trichoderma produz as enzimas necessarias
apenas quando a fonte de alimento correspondente estd disponivel, economizando energia

(HORTA et al., 2018

As CAZymes desempenham um papel crucial no micoparasitismo de Trichoderma, que
envolve a degradacdo das paredes celulares fungicas. Quitinasas especificas (GH18, GH20) e
glucanases (GH16, GH17, GH55, GH64, GH81) estdo envolvidas na degradagdo das paredes
celulares fungicas. A producdo de enzimas que degradam a parede celular (CWDEs) ¢ essencial
durante o micoparasitismo. As quitina desacetilases (CDAs) também desempenham um papel no
micoparasitismo. Além disso, as CAZymes de Trichoderma podem induzir respostas de defesa em
plantas (MAMPs, DAMPs), e também estdo envolvidas no controle de doengas de nematoides.
Trichoderma demonstra atividade antagdnica contra varios patdogenos fungicos, incluindo
Fusarium, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis, Verticillium, Alternaria e Colletotrichum.
A agdo sinérgica de multiplos mecanismos contribui para o biocontrole eficaz (CHEN et al.,

2023).

A indugdo especifica de certas CAZymes, como AGN13.1 e AGN13.2, apos a exposi¢ao
as paredes celulares de patogenos, indica uma estratégia de ataque enzimdtico direcionada
empregada por Trichoderma. Trichoderma nao secreta enzimas aleatoriamente; ele detecta a
presenca de um patdgeno especifico e produz enzimas adaptadas para degradar sua parede celular.
A capacidade das CAZymes de Trichoderma de atuarem como elicitores da imunidade vegetal
sugere um papel duplo no biocontrole: atacando diretamente o patégeno e fortalecendo
indiretamente as defesas da planta (XU et al., 2020). Ao quebrar as paredes celulares dos
patogenos, Trichoderma nao apenas mata o patogeno, mas também libera fragmentos que alertam

a planta para o perigo (WANG et al., 2023). O envolvimento das CAZymes no controle de doengas
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de nematoides expande o espectro de biocontrole de Trichoderma além de patdogenos fungicos,
tornando-o uma ferramenta versatil na agricultura. Os nematoides possuem cuticulas que contém
componentes semelhantes a quitina. As quitinases produzidas por Trichoderma podem degradar

essas cuticulas, levando ao controle de nematoides (DE OLIVEIRA et al., 2023).

Os papéis no ciclo de nutrientes, na promog¢ao do crescimento e na resisténcia induzida
estao todos ligados a capacidade de Trichoderma de modificar os carboidratos no solo ¢ no
ambiente das plantas através da atividade das CAZymes. A integragdo das CAZymes de
Trichoderma em praticas agricolas sustentaveis oferece uma alternativa promissora aos pesticidas
e fertilizantes quimicos, contribuindo para a protecdo ambiental e a seguranga alimentar. A
existéncia de produtos comerciais a base de Trichoderma indica a tradugdo bem-sucedida da
pesquisa em aplicacdes praticas na agricultura, embora os desafios mencionados na consisténcia
e regulamentag¢do ainda precisem ser abordados. A disponibilidade de produtos comerciais mostra
que o setor agricola reconhece o valor de Trichoderma. No entanto, os desafios mencionados

destacam areas para futuras pesquisas e desenvolvimento.

Tabela 1: Principais classes de CAZymes e suas fungdes

CAZyme Funcao Primaria

Glicosideo Hidrolases  Hidrolise de ligacdes glicosidicas em carboidratos complexos

(GHs) (celulose, hemicelulose, quitina, glucanos)
Glicosiltransferases Catalisam a transferéncia de monossacarideos para formar
(GTs) dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos; envolvidas na

formacao da parede celular

Liases de Clivam polissacarideos contendo acido urénico por B-eliminagao;
Polissacarideos (PLs)  degradam pectina e alginato

Esterases de Removem grupos acetil e outros grupos éster de carboidratos,
Carboidratos (CEs) aumentando a acessibilidade para outras enzimas; atuam na
desacetilacao do xilano

Atividades Auxiliares ~ Enzimas redox que atuam em conjunto com enzimas hidroliticas
(AAs) para degradar polissacarideos recalcitrantes como celulose e quitina;
algumas familias envolvidas na degradagdo da lignina

Tabela 2: Exemplos de CAZymes Especificas de Trichoderma e suas aplicacdes biotecnoldgicas
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CAZyme Familia Espécie de Substrato Aplicacao Industrial
CAZy  Trichoderma Principal Primaria
Celulase GH7, T reesei, T. Celulose Produgao de
(Endoglucanase, GHO1,  harzianum, T. bioetanol, industria
Celobio-hidrolase, GH3 longibrachiatum téxtil, industria de
B-Glicosidase) papel e celulose,
industria alimenticia,
racdes animais
Xilanase GH10, T reesei, T Xilano Industria de papel e
GHI11 longibrachiatum, (hemicelulose) celulose
T harzianum (biobranqueamento),
industria alimenticia
(melhoramento da
panificagdo,
clarificagdo de sucos),
racdes animais
Quitinaase GH18 T harzianum, T.  Quitina Biocontrole de
atroviride (paredes patogenos fungicos,
celulares producao de
fingicas, quitooligossacarideos
exoesqueletos
de insetos)
B-Glicosidase GH3, T reesei, T. Celobiose, Producao de
GH1 asperellum, T. glicosideos biocombustiveis
harzianum (hidrdlise completa da
celulose),
intensificacao do
sabor em alimentos
o-L- GHS54, T koningii, T. Arabinoxilano, Industria de alimentos
arabinofuranosidas GH62 reesei arabinose (clarificacao de sucos,
e melhoramento da
panificacao),
produgdo de bioetanol
Acetil xilana CEl T. reesei Xilano Industria de papel e
esterase acetilado celulose (melhoria da

polpacdo), industria
de biocombustiveis
(pré-tratamento da
biomassa)
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Swollenin CBM 1 T reesei Celulose Bioengenharia de
enzimas,
potencializador da
hidrélise da celulose

2.3 Metabolismo secundario em 7richoderma: uma perspectiva genémica

Os metabolitos secundarios sdo compostos organicos produzidos por fungos que nao estdo
diretamente envolvidos no seu crescimento, desenvolvimento ou reprodu¢do primarios, mas que
desempenham papéis ecoldgicos cruciais. Em Trichoderma, esses metabolitos estdo envolvidos
em interacdes com outros organismos, incluindo plantas e outros fungos, e na adaptacdo a diversos
ambientes (MUKHERJEE et al., 2012). A anélise gendmica revelou uma abundancia e diversidade
significativas de agrupamentos de genes biossintéticos de metabolitos secundarios (BGCs) nos
genomas de varias espécies de Trichoderma. No genoma de 7. harzianum M10 v1.0, por exemplo,

foram previstos mais de 50 BGCs (AL-SALIHI et al., 2023).

Uma comparagdo entre espécies micoparasitas (7. virens, T. atroviride) e espécies
saprofiticas (7. reesei) revelou um enriquecimento de genes relacionados ao metabolismo
secundario nas espécies micoparasitas. 7. virens e T. atroviride, por exemplo, possuem um maior
numero de sintases de policetideos (PKSs) e sintetases de peptideos ndo ribossomais (NRPSs) em
comparacdo com 7. reesei. As classes de metabolitos secundarios comuns em Trichoderma
incluem peptaibodis, policetideos, terpenoides e pironas (ZEILINGER et al., 2016). Muitos
agrupamentos de genes biossintéticos permanecem 'silenciosos' ou cripticos, com 0s compostos
que produzem ndo sendo identificados em condi¢oes laboratoriais padrdo (HOSKISSON et al.,

2020).

A andlise gendmica tem revelado o imenso potencial de Trichoderma para produzir uma
vasta gama de metabdlitos secundarios, muito além do que era previamente conhecido por
métodos bioquimicos tradicionais. O enriquecimento desses genes em espécies micoparasitas
sugere um papel crucial nas suas interagdes com outros fungos e potencialmente nas suas
atividades de biocontrole. O desafio agora reside em ativar e caracterizar os produtos dos

numerosos agrupamentos de genes cripticos (SCHALAMUN et al., 2022).
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A mineragdo genOmica desempenha um papel fundamental na identificacdo e
caracterizacdo da organizacdo dos genes biossintéticos em agrupamentos nos genomas de
Trichoderma. Nos fungos, os genes envolvidos na biossintese de metabolitos secundarios sao
frequentemente localizados préximos uns dos outros nos cromossomos, formando os BGCs. Um
BGC tipico inclui enzimas centrais, como as PKSs, NRPSs e terpeno sintases, bem como enzimas
de modificacdo, como citocromo P450s e metiltransferases. Exemplos de BGCs caracterizados
em Trichoderma incluem aqueles responsaveis pela produg¢do de peptaibdis, gliotoxina e

tricotecenos (GUTIERREZ et al., 2021; HUA et al., 2021; CASTRO et al., 2023).

Ferramentas bioinformaticas, como o antiSMASH, sdo utilizadas para prever e analisar os
BGCs nos genomas de Trichoderma. A organizagdo agrupada dos genes biossintéticos em
Trichoderma simplifica o processo de identificagdo e manipulacdo das vias responsaveis pela
producdo de metabdlitos secunddrios. A mineracdo gendmica, juntamente com ferramentas
bioinformaticas, permite aos investigadores prever as capacidades metabdlicas potenciais de
diferentes espécies e estirpes de Trichoderma, orientando os esfor¢os direcionados para a

descoberta de metabdlitos (BLIN et al., 2025).

Um exemplo notdvel ¢ o Tricholignan A, identificado em T. harzianum T-22, que
demonstrou capacidade de facilitar a assimilagdo redutiva de ferro em plantas (SHENOUDA et
al., 2021). Ja em T. virens, a expressao heterdloga de um agrupamento de genes permitiu elucidar
a via biossintética do trichdéxido (HAN et al., 2023). Além desses compostos, andlises gendmicas
previram a presen¢a de diversos outros metabolitos de interesse em 7. harzianum M10 v1.0,
incluindo enterobactina, gramicidina, lovastatina, HC-toxina, tirocidina, equisetina, eritronolida,
estrobilurina, asperfuranona, citrinina, protoiludeno, germacreno e epi-isozizaeno, ampliando o

potencial biotecnologico deste género (AL-SALIHI et al., 2023).

2.4 Peptaibols: Uma classe de metabdlitos amplamente produzida por espécies de
Trichoderma

Os peptaibols sdo peptideos ndo ribossomais curtos (5-20 residuos), caracterizados por
uma elevada proporcao de a-aminoisobutirico (Aib), um aminoacido nao proteico que confere
rigidez e induz conformacao helicoidal (a-hélice) (Degenkolb et al., 2008). Sua estrutura geral
inclui um grupo acil na extremidade N-terminal (como acetil) e um 4lcool aminado no C-terminal
(ex.: fenilalaninol), aumentando a anfipaticidade e a capacidade de interagir com membranas

biologicas (KUBICEK et al., 2011). Exemplos classicos incluem a alamicina (19 residuos) e a
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trichokonina, que formam poros transmembrana em células-alvo, perturbando a homeostase
ionica (MUKHERIJEE et al., 2013).

A sintese de peptaibols ¢ mediada por sintetases ndo ribossomais (NRPS), enzimas
modulares codificadas por clusters gé€nicos especificos (ex.: genestexem 1. virens)
(MUKHERIJEE et al., 2012). Cada mddulo da NRPS incorpora um aminodcido especifico,
permitindo variacdes na sequéncia peptidica. A diversidade de peptaibols entre espécies
de Trichoderma (ex.: T. harzianum, T. asperellum) esta ligada a evolucao desses clusters, que
podem sofrer duplica¢des ou recombina¢des (NEUHOF et al., 2007).

Os peptaibols desempenham multiplos papéis ecoldgicos: (1) Atividade antimicrobiana,
rompendo membranas de fungos e bactérias via formagdo de canais ionicos (LOPEZ-
MONDEJAR et al., 2019); (2) Modulagio de respostas vegetais, induzindo resisténcia sistémica
(ISR) e promovendo crescimento radicular em condigoes de estresse (CONTRERAS-CORNEJO
et al., 2015); (3) Sinalizacdo intraespecifica, regulando esporulagdo e desenvolvimento micelial
(HERMOSA et al., 2014). Estudos sugerem que essas moléculas também medeiam interagdes com
microrganismos do solo, influenciando a composi¢do da rizosfera (SOOD et al., 2020).

Na agricultura, peptaibols sdo explorados em biofungicidas para controle de doengas como
a podridao radicular (HOWELL, 2003). Sua capacidade de estimular o crescimento vegetal e
tolerancia a estresses abidticos amplia seu potencial biotecnologico (BROTMAN et al., 2013). Na
medicina, investiga-se seu uso como agentes antitumorais e antivirais, embora desafios como

baixa solubilidade limitem aplicagdes diretas (REBUFFAT et al., 2021).

2.5 Compostos organicos volateis de Trichoderma

Os compostos organicos volateis (VOCs) produzidos por espécies do
género Trichoderma sao reconhecidos por seu papel crucial no controle biologico de fitopatdgenos
e na promogao do crescimento vegetal. Esses metabdlitos, que incluem terpenos, cetonas e piranas,
atuam como mediadores quimicos em interacdes ecoldgicas, inibindo diretamente fungos
patogénicos como Fusarium spp. e Sclerotinia sclerotiorum (MORAN-DIEZ et al., 2021). Além
disso, os VOCss modulam respostas fisiologicas em plantas, como a indugdo de genes de defesa
e a sintese de fitoalexinas, consolidando Trichoderma como um agente multifuncional na
agricultura sustentdvel (GARNICA-VERGARA et al., 2016). A diversidade estrutural e funcional

desses compostos estd intrinsecamente ligada a variabilidade genética das linhagens e as condigdes
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ambientais, o que exige estratégias avangadas para otimizar sua produgdo e aplicagdo

(KOTTBREDE et al., 2019).

Os VOCs de Trichoderma atuam por meio de mecanismos diretos e indiretos. Estudos
demonstram que compostos como a 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) suprimem o crescimento
micelial de patogenos como S. sclerotiorum e Rhizoctonia solani em até 50%, além de alterar a
morfologia das hifas, resultando em fragmentacao e reducao da esporulagao (KOTTBREDE et al.,
2019; LI et al., 2022). Paralelamente, esses volateis induzem respostas sistémicas em plantas,
ativando vias de sinalizagdo dependentes de acido jasmonico (JA) e éacido salicilico (SA), que
regulam a expressdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR) e a sintese de metabolitos de
defesa (GARNICA-VERGARA et al, 2016). Em culturas como o tomateiro (Solanum
lycopersicum), a exposi¢cdo a VOCs de T. harzianum aumentou a biomassa radicular em até 30%,
sugerindo um papel adicional na promocgao de crescimento sob estresse abiotico (CONTTRERAS-

CORNEJO et al., 2015).

A producdo de VOCss em Trichoderma ¢ altamente influenciada por fatores genéticos e
ambientais. A técnica OSMAC (One Strain Many Compounds), que varia parametros como pH,
fontes de carbono e estresses oxidativos, demonstrou aumentar a diversidade quimica dos volateis
em linhagens como 7. asperellum e T. atroviride (MUKHERIJEE et al., 2020). Por exemplo, o uso
de meio de cultura Czapek suplementado com quitina induziu a sintese de peptaibdis antifingicos
em 7. amazonicum, enquanto condi¢des de baixo nitrogénio favoreceram a producdo de terpenos
volateis (SILVA et al., 2020). A variabilidade interespecifica também ¢ evidente: linhagens de T.
virens mostraram maior eficicia contra Fusarium oxysporum em comparagdo a 1. harzianum,

indicando adaptagdes metabodlicas especificas (MORAN-DIEZ et al., 2021).

A aplicagdo de VOCs no manejo de doengas tem sido explorada em cultivos como soja
(Glycine max) e morango (Fragaria * ananassa), onde isolados de Trichoderma reduziram a
incidéncia de S. sclerotiorum em até 60% (LI et al.,, 2022). No entanto, desafios como a
volatilidade dos compostos e a necessidade de formulagdes estaveis limitam sua escalabilidade.
Estratégias como a encapsulagdo em nanoparticulas lipidicas ou a combinacdo com enzimas
hidroliticas tém sido propostas para superar essas barreiras (KOTTBREDE et al., 2019). Além
disso, estudos ecotoxicoldgicos sao urgentes para avaliar o impacto desses volateis na microbiota

do solo e em organismos ndo-alvo, garantindo a seguranca ambiental (MUKHERIJEE et al., 2020).

Os compostos organicos volateis (VOCs) produzidos por Trichoderma tém sido

investigados como alternativas sustentdveis para o controle de patdgenos pos-colheita,
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como Colletotrichum gloeosporioides em frutas tropicais e Botrytis cinerea em morangos.
Estudos demonstram que VOCs de T. atroviride inibiram em até 70% o desenvolvimento
de Penicillium expansum em macgds armazenadas, reduzindo a produg¢do de micotoxinas e
prolongando a vida 1util dos frutos (ZHANG et al., 2021). Em manga (Mangifera indica), a
exposicao a VOCs de T. harzianum suprimiu a germinacao de esporos de C. gloeosporioides em
45%, além de induzir a sintese de fitoalexinas como a mangiferina, que reforcam a resisténcia do
tecido vegetal (SILVA et al., 2022). A aplicagdo desses volateis em camaras de armazenamento,
via difusdo controlada, mostrou-se promissora, embora desafios como a volatilidade e a
estabilidade dos compostos em condigdes de baixa temperatura ainda limitem sua adogao em larga
escala (LIU et al., 2023). Pesquisas recentes propdem a combinag¢dao de VOCs com revestimentos
comestiveis a base de quitosana, que atuam como matrizes de liberacdo lenta, prolongando a

atividade antifingica em frutos como péssego ¢ uva (WANG et al., 2023).

2.6 Antracnose em Capsicum chinense

Colletotrichum é um género de fungos ascomicetos da familia Glomerellaceae, com mais
de 300 espécies descritas, conhecidas por causarem antracnose em plantas de importancia
agricola, como cereais, frutas e hortalicas (DE SILVA et al., 2019). Esses fungos apresentam uma
diversidade de estilos de vida, atuando como patogenos, endofitos ou saprofitos, dependendo da
interacdo com o hospedeiro e das condi¢des ambientais (DEAN et al., 2012). A infeccao
por Colletotrichum ocorre em um ciclo hemibiotréfico, iniciando com uma fase biotréfica
assintomatica, seguida por necrotrofia, que resulta em lesdes caracteristicas com esporulacao
(HSIEH et al., 2022).

Colletotrichum scovillei pertence ao complexo C. acutatum e destaca-se como um dos
principais agentes da antracnose em pimentas, especialmente em Capsicum chinense (pimenta-
de-cheiro) (DE SILVA et al., 2019). Identificado inicialmente na Asia, sua distribui¢io expandiu-
se para Américas (Brasil, Canad4d, EUA) e Europa, causando perdas de até 70% na produtividade
devido a lesdes em frutos maduros e imaturos (GOLDENHAR; TRACEY, 2023). Estudos
filogenéticos multilocus (genes /7S, GAPDH, ACT) confirmaram sua agressividade em condicdes
tropicais e sua adaptacdo a variedades de pimenta anteriormente consideradas resistentes (HSIEH
et al., 2022).

Em C. chinense, os sintomas incluem lesdes circulares afundadas, com coloracdo marrom-

avermelhada e massas salmdes de conidios, evoluindo para necrose total do fruto (PLANTIX,
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2023). A infeccdo pode permanecer latente em frutos imaturos, manifestando-se durante a
maturagao, com penetracdo mediada por apressorios melanizados e producdo de enzimas
pectinoliticas (ex.: pectinases) e efetores como proteinas CRN (ZHONG et al., 2024).

O uso excessivo de fungicidas tem levado ao desenvolvimento de resisténcia em C.
scovillei, exigindo rotagdo com produtos de diferentes mecanismos de agdo (GOLDENHAR;
TRACEY, 2023). Agentes bioldgicos como Bacillus velezensis (linhagem HG-8-2) inibem o
crescimento micelial via lipopeptideos antifungicos (ZHONG et al., 2024). A edigdo genética de
genes como CsPOM] (envolvido na tolerdncia ao estresse osmotico) surge como estratégia

promissora (HSIEH et al., 2022).

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Descrever novas espécies de Trichoderma e investigar seu potencial biotecnologico para
aplicagdes agricolas

3.2 Especificos

e [solar e caracterizar por métodos morfoldgicos e moleculares linhagens de Trichoderma
de diferentes habitats amazonicos

e Realizar a caracterizagdo genomica via analise de vias biossintéticas e enzimas voltadas
ao biocontrole de novas espécies de Trichoderma

e Avaliar in vitro e in vivo o controle de patdogenos de interesse agricola

e Realizar o perfil quimico de novas espécies de Trichoderma
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Resumo

O género Trichoderma compreende mais de 500 espécies validas e ¢ amplamente utilizado na
agricultura para o controle de doencas de plantas. No presente estudo, uma espécie de Trichoderma
isolada de Scleronema micranthum (Malvaceae) foi extensivamente caracterizada, e os dados
morfologicos e filogenéticos sustentam a proposi¢ao de uma nova espécie fungica, aqui nomeada
como Trichoderma agriamazonicum. Esta espécie inibiu o crescimento micelial de todos os nove
fitopatogenos testados, tanto por micoparasitismo quanto pela producdo de compostos volateis
organicos (VOCs), com destaque para a inibicdo de Corynespora cassiicola e Colletotrichum spp.
Os VOC:s produzidos por 7. agriamazonicum foram capazes de controlar a podridao de frutos de
Capsicum chinense causada por Colletotrichum scovillei, e ndo foram observados sintomas apos
sete dias da inoculagdo do fitopatdogeno. A analise por GC-MS revelou a produgdo de,
principalmente, 6-amilo-a-pirona, 1-octen-3-o0l e 3-octanona durante a interagdo com C. scovillei
em frutos de C. chinense. A analise de HLPC-MS/MS permitiu a anotagdo de trikoningin KBII,
hypocrenone C, 5-hidroxi-de-O-metil-lasiodiplodina e peptaibdis e lipopeptaibois inéditos de 7-
mer. A analise gendmica comparativa de cinco espécies relacionadas de Trichoderma revelou um
alto nimero de proteinas compartilhadas apenas com 7. koningiopsis, principalmente as enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo. Quanto a composi¢ao de CAZyme, T. agriamazonicum ¢ mais
intimamente relacionado a 7. atroviride. Observou-se um alto nimero de copias de proteinas
relacionadas a degradacdo de lignina e quitina para todas as espécies de Trichoderma analisadas,
enquanto a presenca de licheninase GH12 foi observada apenas em 7. agriamazonicum. A analise
de mineragdo gendmica identificou 33 clusters de genes biossintéticos (BGCs), dos quais 27 sdo
novos ou nao caracterizados, sendo os principais BGCs relacionados a produgao de policetideos.
Esses resultados demonstram o potencial desta nova espécie descrita para a agricultura e

biotecnologia.

Palavras-chave: Fungos amazonicos, Peptaibdis, Pds-colheita, Biocontrole

24



Abstract

The genus Trichoderma comprises more than 500 valid species and is commonly used in
agriculture for the control of plant diseases. In the present study, a Trichoderma species isolated
from Scleronema micranthum (Malvaceae) has been extensively characterized and the
morphological and phylogenetic data support the proposition of a new fungal species herein named
Trichoderma agriamazonicum. This species inhibited the mycelial growth of all the nine
phytopathogens tested both by mycoparasitism and by the production of VOCs, with a highlight
for the inhibition of Corynespora cassiicola and Colletotrichum spp. The VOCs produced by T.
agriamazonicum were able to control Capsicum chinense fruit rot caused by Colletotrichum
scovillei and no symptoms were observed after seven days of phytopathogen inoculation. GC-MS
revealed the production of mainly 6-amyl-a-pyrone, 1-octen-3-ol and 3-octanone during
interaction with C. scovillei in C. chinense fruit. The HLPC-MS/MS analysis allowed us to
annotate trikoningin KBII, hypocrenone C, 5-hydroxy-de-O-methyllasiodiplodin and
unprecedented 7-mer peptaibols and lipopeptaibols. Comparative genomic analysis of five related
Trichoderma species reveals a high number of proteins shared only with 7. koningiopsis, mainly
the enzymes related to oxidative stress. Regarding the CAZyme composition, 7. agriamazonicum
is most closely related to 7. atroviride. A high protein copy number related to lignin and chitin
degradation is observed for all Trichoderma spp. analyzed, while the presence of licheninase
GHI12 was observed only in 7. agriamazonicum. Genome mining analysis identified 33
biosynthetic gene clusters (BGCs) of which 27 are new or uncharacterized, and the main BGCs
are related to the production of polyketides. These results demonstrate the potential of this newly

described species for agriculture and biotechnology.

Keywords: Amazon fungi, Peptaibols, Post-harvest, Biocontrol
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Introducio

Espécies de Trichoderma sdao ubiquas e comumente encontradas no solo, em plantas ou
madeira em decomposicdo. Elas tém sido amplamente utilizadas na agricultura devido a sua
capacidade de secretar enzimas liticas e produzir metabolitos secundarios bioativos € compostos
organicos volateis (VOCs), os quais podem ser usados no crescimento e protecao das plantas
(SHARMA et al., 2019; SOOD et al., 2020; POVEDA, 2021; WOO et al., 2022). As espécies de
Trichoderma também sdo grandes produtoras de peptaibois, polipeptideos ricos em acido a-
aminoisobutirico com atividade na membrana, que possuem diversas propriedades, incluindo
atividades antimicrobiana e antifingica, e t€ém sido relatados como terap€uticos antiplasmodicos

de proxima geracdo (MARIK et al., 2019; GAVRYUSHINA et al., 2021; LEE et al., 2021).

O género Trichoderma foi descrito por Persoon (1794) e muitas revisdes de sua taxonomia
foram realizadas nas ultimas décadas, o que aumentou significativamente o nimero de espécies
no género, principalmente devido a incorporacgao de outros codigos de barras, como a endocitinase
ech42, a subunidade beta da RNA polimerase dirigida por DNA rpb2, e os genes do fator de
elongac¢do de tradugdo tefl-a para identificacdo molecular (KULLNIG-GRADINGER et al., 2002;
CHAVERRI et al., 2003; DRUZHININA et al., 2006; JAKLITSCH et al., 2006; CHAVERRI et
al., 2015). Recentemente, uma diretriz de identificacao molecular de Trichoderma foi estabelecida
com base em uma abordagem polifésica, preparando assim a taxonomia de Trichoderma para a
era gendmica (CAIL; DRUZHININA, 2021). De acordo com o Index Fungorum (2015), mais de

500 espécies validas foram descritas para o género.

Apesar da grande quantidade de espécies descritas até o momento, o niimero de genomas
completos de Trichoderma disponiveis em bases de dados publicas ainda ¢ baixo, com apenas 87
genomas sequenciados no Joint Genome Institute JGI (mycocosm.jgi.doe.gov). Genomas
completos podem permitir a prospecgdo e obtencdo de novos metabolitos e enzimas de interesse
biotecnoldgico (GUPTA et al., 2016; SUN et al., 2019; SHENOUDA; COX, 2021; ZHU et al.,
2021). O uso de mineracao de genoma para prever moléculas também pode acelerar a descoberta
de novos medicamentos por meio da abordagem de descoberta de produtos naturais sintético-
bioinformaticos (CHU et al., 2016; CHU et al., 2019; CHU et al., 2020). No futuro préximo, o
sequenciamento completo do genoma da espécie tipo permitirda uma comparagdo global do
genoma, com andlise de centenas ou milhares de genes, o que ajudara a resolver espécies

taxonOmicas cripticas e identificacdo ambigua em Trichoderma por meio de andlise filogenomica.
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Espécies de Trichoderma das segdes (sensu clado Viride) incluiam espécies de
Trichoderma dos clados extintos Rufa e Pachybasium A e englobam espécies do agregado
Trichoderma koningii, como T. ovalisporum, T. caribbaeum, T. dorotheae, T. dingleyae, T.
koningiopsis, T. petersenii e T. taiwanense, T. texanum, T. rogersonii, T. austrokoningii ¢ T.
stilbohypoxyli (SAMUELS et al., 2006; MONTOYA et al., 2016; CAI et al., 2021). Este clado ¢
caracterizado por pustulas contendo formacgdes agregadas de conididforos e tem aplicagcdes na
agricultura como agente de biocontrole (SAMUELS et al., 2006; JOHN et al., 2010; AYELE et
al., 2021; POVEDA, 2021; RUSH et al., 2021).

Neste estudo, isolamos uma nova espécie fungica de Trichoderma de Scleronema
micranthum (Malvaceae), uma planta nativa da floresta amazdnica que ¢ utilizada na silvicultura.
Esta nova espécie foi amplamente caracterizada com base em caracteres morfologicos, como o
comprimento dos conidios, fialides e clamidosporos, andlise de sequéncias dos locos ITS, tef-1a
e rpb2, atividade micoparasitaria, producdo e atividade de compostos organicos volateis (VOCs)
contra diferentes fitopatdgenos, anotacdo de metabolitos secundarios e analise genomica

comparativa.

Material e métodos

Origem da linhagem

A linhagem INPA 2475 examinada foi obtida do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) e foi isolada em 2004 como um endofito da madeira de Scleronema micranthum

em Manaus, estado do Amazonas, Brasil.

Caracterizagdo morfologica

A macromorfologia foi realizada em quatro meios de cultura diferentes: PDA (200 g/L de
batata; 20 g/L. de dextrose; 15 g/L de agar), MEA (30 g/mL de extrato de malte; 5 g/mL de
peptonas; 15 g/L de agar), CMD (50 g/L de fuba de milho; 15 g/L de agar; 20 g/L) e SNA (1 g/L
de KH2PO4, 1 g/L de KNO3, 0,5 g/L de MgS04, 0,5 g/L de KCl, 0,2 g/L de glicose, 0,2 g/L de
sacarose, 20 g/L de agar) sob incubacdo a 25 °C por 72 h. Para a micromorfologia, a cultura foi

preparada em meios PDA, CMD e SNA e incubada a 25 °C por 72 h, e 30 estruturas de conidios,
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fialideos e clamidésporos foram medidas sob microscopio (Zeiss). A microscopia eletronica de
varredura (JSM-IT500HR) foi utilizada para obter as imagens das microestruturas, realizadas no
Centro Multiusuario para Analise de Fenomenos Biomédicos da Universidade do Estado do
Amazonas (CMABIo0). Para isso, a microcultura foi preparada em PDA e incubada a 28 °C por 4
dias, fixada com fixador de Karnovsky e depois desidratada com concentragdes crescentes de
alcool (30%, 40%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%) por 15 min cada. A etapa com alcool absoluto
foi repetida duas vezes. A microcultura foi seca em secador de ponto critico (Leica EM CPD300)

e entdo submetida a douramento a ouro (DII-29010SCTR Smart Coater).

Isolamento de DNA e amplificag¢do por PCR

Para obter a massa micelial do isolado INPA 2475, os micélios foram cultivados no meio
PD (20 g/L de batata; 20 g/L de dextrose) por dois dias. O caldo foi filtrado e o DNA isolado
utilizando o protocolo CTAB (Doyle, 1987). A quantidade de DNA obtido foi estimada por
espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific), enquanto a integridade foi verificada via
eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v).
Cada reacdo de PCR foi realizada em volume final de 25 pL, contendo 2,5 pL de buffer 10X
Easytag®, 10 nM dNTP, 1 U de polimerase Easytaq®, 0,5 pM de cada primer, 1 pL. de DNA total
(50 ng) e agua destilada autoclavada para atingir o volume final. As reagdes de amplificacao dos
trés loci (ITS, tefl-a e rpb2) foram as seguintes: desnaturacao inicial do DNA a 95 °C por 3 min,
35 ciclos com desnaturagdo a 95 °C por 45 s, etapa de anelamento a 55 °C por 45 s, seguida de
extensao a 72 °C por 60 s. A extensdo final foi realizada a 72 °C por 5 min. Os produtos de PCR
foram resolvidos em gel de agarose 1,5% (p/v) corado com brometo de etidio, documentados por
foto usando um sistema de imagem molecular (Loccus Biotecnologic L-Pix. Chemi), e os
amplicons foram comparados com o marcador 1 kb plus (Invitrogen, nimero do catdlogo:
10787018). O par de primers EF-loF (ATGGGTAAGGARGACAAGAC) e EF-1oR
(GGARGTACCAGTSATCATGTT) foi utilizado para amplificar a sequéncia parcial do gene do
fator de elongagao da tradugao (O'Donnell et al., 1998, Carbone e Kohn, 1999), os primers ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGQG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATG) foram utilizados para
amplificacdo do espagador transcrito interno (White et al., 1990) e os primers fRPB2-5 f
(GAYGAYMGWGATCAYTTYGG) e fRPB2-7cr (CCCATRGCTbTGTYYY) foram utilizados
para amplificar a sequéncia parcial da segunda maior subunidade da RNA polimerase II (Liu et

al., 1999).
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Sequenciamento do genoma

O genoma completo foi sequenciado usando a plataforma Illumina de 150 pb paired-end.
A montagem “de novo” foi realizada usando o montador SPAdes (Prjibelski et al., 2020), e
resultou em 36.426.151 pb com cobertura de 103X e 109 scaffolds com N50 de 1.650.868 pb. O
genoma montado foi depositado no GenBank sob o nlimero de acesso JARPVV000000000.

Analise filogenética

As sequéncias de consenso foram obtidas com base no alinhamento das sequéncias diretas

e reversas usando o software DNA baser assembly (http://www.dnabaser.com/). As novas

sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank sob os nimeros de acesso OQ221157 (ITS),
0Q241434 (tefl-a) e 0Q241435 (rpb2). As sequéncias de ITS foram usadas para identificacao
dos géneros conforme as recomendagdes nas diretrizes de Trichoderma (Cai et al., 2021), e a
identificacdo filogenética do isolado INPA 2475 foi realizada por uma triagem inicial de
proximidade usando sequéncias de tefl-o de 103 espécies de Trichoderma pertencentes ao clado
5, obtidas no banco de dados Trichokey, na secdo de taxonomia de Trichoderma
(trichokey.com/index.php/trichoderma-taxonomy-2020). As sequéncias de espécies relacionadas
de perto foram selecionadas para andlise concatenada. O conjunto final de dados resultou em 46
sequéncias de Trichoderma spp. (22 = espécies relacionadas ao clado 5; 23 = espécies pertencentes

ao clado 1), em que Trichoderma undulatum foi usado como grupo externo.

As sequéncias de tefl-a e rpb2 foram alinhadas individualmente usando a ferramenta
MAFFT no software UGENE (Okonechnikov et al., 2012). Os alinhamentos foram plotados no
IQ-TREE 2 (Minh et al., 2020) e uma analise filogenética usando méaxima verossimilhanca (mL)
foi realizada com as sequéncias concatenadas de tefl-a e rpb2. A inferéncia bayesiana (BI) foi

realizada via CIPRES (www.phylo.org). A andlise de ML incluiu 1000 réplicas (bootstrap)

utilizando todos os sites, com o melhor modelo selecionado pelo IQ-TREE. A inferéncia bayesiana
(BI) foi baseada no modelo adotado no PAUP * 4 ¢ Mrmodeltest2 v2 (Nylander 2004). Todos os
sites nos loci foram considerados; a andlise foi realizada por dez milhdes de geragdes, com os
primeiros 25% das arvores descartadas e queimadas usando a ferramenta MrBayes v 3.7

disponivel no CIPRES (https://www.phylo.org/). A probabilidade posterior (PP) e a topologia da

arvore foram visualizadas via Figtree v 1.1.2 (Rambaut 2009). A arvore consensual das analises

de ML e BI foi gerada manualmente a partir da topologia obtida usando a plataforma iTol
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(https://itol.embl.de/) na andlise BI com os valores de probabilidade posterior, além dos valores

de bootstrap gerados pela analise de maxima verossimilhanca, usando o pacote de edicao

CorelDraw 2020.

Fitopatogenos usados nos ensaios de cultura dupla e VOC

Os fitopatogenos usados neste trabalho pertencem a colecdo microbiologica do
Laboratério de Fitopatologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) e ao
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Amazonia Ocidental. As espécies e os codigos da
colecdo sdo: Corynespora cassiicola INPA 2671, Colletotrichum scovillei INPA 2910,
Colletotrichum sp. INPA 2973, Rhizoctonia sp. INPA 2942, Alternaria sp. SMPT 22,
Colletotrichum siamense CPAA Coll 2 N, Fusarium decemcellulare CPAA CEB 39N e Fusarium
graminearum CELO 01. Esses patdégenos foram escolhidos devido a sua relevancia em doencas
de plantas na regido amazonica e por suas interacdes ecoldogicas com fungos antagonistas, como

o Trichoderma.

Ensaios de cultura dupla

Os ensaios de cultura dupla foram realizados para avaliar a capacidade do isolado INPA
2475 em inibir o crescimento de fitopatogenos. Os fungos foram cultivados em meios de cultura
PDA por 72 horas, a 28 °C, e os ensaios foram conduzidos em triplicata. Para cada experimento,
um disco de 5 mm de didmetro do fungo antagonista foi colocado no centro de uma placa de Petri
contendo PDA, enquanto discos de 5 mm dos patégenos foram dispostos a 3 cm de distancia, em
lados opostos. A placa foi incubada a 28 °C por 72 horas, € o didmetro da zona de inibicao foi
medido. O teste foi realizado em triplicata, e os resultados foram analisados para determinar a

eficacia do isolado INPA 2475 como agente de biocontrole.

Andlise de Volateis Organicos (VOC)

A producao de volateis organicos (VOCs) foi analisada usando o método de camara de
cultivo fechada, conforme descrito por Kai et al. (2009). O isolado INPA 2475 foi cultivado em

frascos de vidro de 250 mL contendo 50 mL de meio PDA, e os fitopatégenos foram cultivados
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em frascos separados. O cultivo foi realizado por 72 horas a 28 °C, e os volateis foram coletados
utilizando um sistema de absor¢dao em tubo de adsorvente de carvao ativado. Apds a coleta, os
VOCs foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
para identificar os compostos volateis emitidos pelo fungo antagonista. A analise foi realizada em

triplicata para garantir a reprodutibilidade dos resultados.

Eficacia dos VOCs do INPA 2475 no controle da antracnose em Capsicum chinense Jaq.

causada por Colletotrichum scovillei

Frascos de vidro borossilicato (200 mL) contendo 50 mL de meio PDA foram inoculados
com discos de micélio do isolado INPA 2475 e incubados por 2 dias a 28 °C. Apo6s este periodo,
frutos de pimenta foram imersos em solugdo concentrada de esporos de C. scovillei (108
esporos/mL), envoltos em gaze e fixados na tampa do frasco, que foi selado com parafilme. O
frasco foi incubado a 28 °C e avaliado ap6s 7 dias. No controle, seguiu-se 0 mesmo procedimento,

exceto pela inoculacdo de Trichoderma INPA 2475. O experimento foi conduzido em triplicata.

Analise estatistica

Os dados dos nove fitopatogenos foram testados quanto a normalidade dos residuos (teste
de Shapiro-Wilk, P> 0,05) usando o pacote stats v4.1.3 do R (R CORE TEAM, 2022) e
homogeneidade de variancias (teste de Levene, P > 0,05) com o pacote car v3.0-12. Em seguida,
os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey (P < 0,05) para
comparagdes pareadas entre os fitopatdgenos, utilizando o pacote agricolae v1.3-5

(MENDIBURU, 2021).

Analise genomica comparativa

A andlise de genes ortologos foi realizada comparando o genoma do INPA 2475 com quatro
espécies filogeneticamente proximas. As sequéncias foram submetidas a predi¢dao de proteinas
pelo pipeline ASAP (BRANDES et al., 2016), e os dados FASTA gerados foram plotados no
Orthovenn2 (orthovenn2.bioinfotoolkits.net). O genoma do INPA 2475 também foi analisado na
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plataforma fungiSMASH (https://fungismash.secondarymetabolites.org/) para identificagdo de

clusters génicos de biossintese.
As sequéncias proteicas de 7. agriamazonicum ¢ quatro espécies relacionadas (7. viride, T.
atroviride, T koningiopsis e T. koningii) foram submetidas ao servidor dbCAN2

(https://beb.unl.edu/dbCAN2/blast.php) para anotagdo de familias CAZy usando a ferramenta

HMMER. Um heatmap das principais enzimas de degradagao de parede celular foi gerado com o

pacote R pheatmap v1.0.12 (https://CRAN.R-project.org/package=pheatmap).

Identificag¢dao de VOCs por GC-MS

Frascos Kitassato (500 mL) foram utilizados para quatro tratamentos: 1) amostra de
pimenta (Capsicum chinense); 2) pimenta inoculada com C. scovillei; 3) meio PDA (25 mL) com
INPA 2475; 4) meio PDA com INPA 2475 + pimenta inoculada. Os frascos foram selados e
mantidos a 28 °C por 7 dias. No sétimo dia, a fibra SPME (DVB/CAR/PDMS, 50/30 um, Supelco)
foi exposta aos VOCs por 60 min a 45 °C e analisada em cromatografo gasoso acoplado a
espectrometro de massas (GC-MS Shimadzu QP2010 plus). A desor¢do ocorreu a 270 °C por 300
s. A separacdo cromatografica foi realizada em coluna Rtx-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm) com
hélio como gas de arraste (1 mL/min). Programa de temperatura: 50 °C inicial, aumento de 5
°C/min até 300 °C, mantido por 10 min. Os compostos foram identificados pela biblioteca NIST
e indices de retencao (RI) calculados com alcanos lineares (C7—C30) conforme equagdo de Van

Den Dool-Kratz (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963).

Andlise por HPLC/MS-MS

A separagdo foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC Thermo-
Ultimate 3000) com coluna C18 Kinetex Coreshell (100 x 4,6 mm, 2,6 um) a 50 °C. Foram
injetados 5 pL da amostra, com fase movel de 4gua (A) e acetonitrila (B), ambas com 0,1% de
acido formico, em gradiente: 0—2 min (10% B), 2—12 min (10-95% B), 12—15 min (95% B), 15—
16 min (10% B), 16—-19 min (10% B).
O HPLC foi acoplado a espectrometro de massas Orbitrap ID-X™ (ionizagdo por
eletronebulizacdo, +3500 V, 263 °C). A aquisi¢ao de massas ocorreu no intervalo *m/z* 100—1500
(resolugao 70K em *m/z* 200). A analise MS/MS foi realizada com resolugao 17,5K, janela de

isolamento de *m/z* 3,0.
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Resultados

Analise Filogenética

A filogenia baseada em 103 sequéncias do gene *tefl-a* de espécies
de Trichoderma pertencentes ao clado 5 revelou uma posi¢ao inequivoca do isolado INPA 2475,
com suporte de bootstrap elevado, indicando tratar-se de uma nova espécie e apresentando
proximidade filogenética com 7. ovalisporum (Fig. S1, dados suplementares). A andlise
concatenada das sequéncias de fef1-a e rpb2 das espécies mais proximas utilizou um alinhamento
de 1166 caracteres, incluindo gaps (tefl-a: 607;rpb2: 559). O modelo evolutivo mais
adequado para a analise Bayesiana (BI), determinado pelo PAUP* 4, foi HKY+I+G para *tefl-
a* e SYM+G para rpb2. Na analise de Maxima Verossimilhanga (mL), os modelos selecionados
foram HKY+F+I+G4 para tefl-a e TNe+G4 para rpb2. A andlise concatenada demonstrou a
formag¢do de um clado-irmao com 7. fexanum, sustentando a proposicdo de um novo taxon (Fig.
1).

A filogenia com loci ndo concatenados reforgou a hipotese de nova espécie, evidenciando
agrupamentos distintos nas filogramas (Figs. S1 e S2, dados suplementares). Esses resultados,
combinados com caracteristicas morfologicas e metabolicas Unicas do isolado INPA 2475,

corroboram sua delimitagdo como uma espécie ainda nao descrita dentro do género Trichoderma.
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Trichod dul PPRI 19365

Figura 1. Filograma gerado pela andlise concatenada das sequéncias de tefl-
o e rpb2 de Trichoderma agriamazonicum e espécies proximas do clado 5, com Trichoderma do
clado 1. Os numeros nas ramificagdes indicam o suporte estatistico (maxima verossimilhanga/mL
e probabilidades posteriores Bayesianas/PP). A nova espécie (Trichoderma agriamazonicum) esta
destacada em azul escuro. Trichoderma undulatum (clado 8) foi utilizado como outgroup. A
analise revelou a posi¢do filogenética distinta do isolado INPA 2475, formando um clado-irmao
com 7. texanum (clado 5), corroborando sua proposi¢do como novo taxon.

Ao investigar as diferencas nucleotidicas entre o isolado INPA 2475 e as espécies proximas 7.
texanum e T.  ovalisporum, foram identificadas 39 posicdes distintas em relacdo a T
texanum (tefl-o: 31;rpb2: 8) e 37 posigoes distintas em relacdo a 7. ovalisporum (tefl-a:
28; rpb2: 9). Quando comparado a 7. koningiopsis, as diferencas aumentaram para 52 posi¢oes

nucleotidicas (tefl/-a:  42;rpb2: 10). Além disso, o isolado INPA 2475 deT
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agriamazonicum apresentou polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em 20 posigdes (tef-a:
15;rpb2: 5) em relacao a T. ovalisporum, T. texanum e T. koningiopsis (Fig. 2). Esses dados
moleculares, combinados com caracteristicas morfoldgicas unicas, sustentam a proposta do

isolado INPA 2475 como uma nova espécie fungica, denominada Trichoderma agriamazonicum.

tef-1a
M0o00o oM o o000 0e000C 0 Ca 0n(Uoa T

tctogge attcg +tttttgaa+cccaaatacdt tgectt

Trichoderma agriamazonicum INPA2475 T € T A TT‘TTTC TYTCTCACTTTCT.CTTCCAAATECTTCCC o < l:'l'{‘ﬁ'1
Trichoderma texanum LESFS51 ch* CTAACTCI -cccactrr@r@asaccrcaf@cTAaTTCETT T.ATICTT
Tnchoderma ovalsporum Dis 70a TATC A M0 A [ENERTE A [T C - G - - SRS AATCCCAAATACTCTC ccT
Trichoderma koningiopsis GJS_93-20 CCC.ACC.TCT.T.AAvvCCC~AAAATTIAACCCTIAAAATCCTT TA.TC
* * % * k %k % * * * * * % *
rpb2

Trichoderma agriamazonicum INPA 2475 cTC Cl 'C T AC
Trichoderma texanum LESF551 A TTCCATCCCGT
Trichoderma ovalisporum Dis 70a ATACCCCA T T
T
*

Trichoderma koningiopsis GJS_93-20 A . A GEGRIR A A T
* * +

Figura 2. Polimorfismo identificado nos genes tefl-a e rpb2 em Trichoderma agriamazonicum
sp. nov. e espécies estreitamente relacionadas; o asterisco indica o polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) presente apenas em 1. agriamazonicum.

Taxonomia

Trichoderma agriamazonicum T.F. Sousa & G.F. Silva, sp. nov.

Tipificacdo: Mycobank: MB 848125

Tipo: —BRASIL. Amazonas, no tecido de Scleronema micranthum, 2004, tipo: INPA 2475. O
tipo esta depositado no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia sob o codigo de colecao:
INPA 2475. As sequéncias desta linhagem foram depositadas no GenBank com os nimeros de
acesso: ITS = 0Q221157, tefl-o. = 0Q241434, rpb2 = 0Q241435.

Macromorfologia:

Colodnias a 25 °C e crescendo por 72 h em meio PDA apresentam um micélio branco de
aparéncia algodonosa, com baixa produ¢do de conidios e conididforos, € um micélio esparso no
centro; ndo foi observada produgdo de pigmentos ou exsudatos; raio da colonia ap6s 72 h em PDA:

55,4 — 56,3 mm (Fig. 3A).

Colodnias a 25 °C e crescendo por 72 h em meio CMD apresentam um micélio branco a

hialino esparso, com baixa produ¢ao de pustulas na zona de contato das hifas, baixa produgado de
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conidios e conidi6foros; ndo foram observados pigmentos ou exsudatos em meio CMD; raio da

colonia apés 72 h em CMD: 43,8—44 mm.

Coldnias a 25 °C e crescendo por 72 h em meio MEA apresentam um micélio branco de
aparéncia algodonosa, com micélio esparso na borda e baixa produgao de conidios e conididforos;
nao foram observados pigmentos ou exsudatos em meio MEA; raio da colonia apds 72 h em MEA:

48,1-48,8 mm.

Colonias a 25°C e crescendo por 72h em meio SNA apresentam um micélio branco
esparso, com abundante produgdo de pustulas, conidios e conidioforos, formando um anel
concéntrico; ndo foi observada producao de pigmentos ou exsudatos; raio da colonia apos 72 h em

SNA: 25,4-25,8 mm (Fig. 3A).

Micromorfologia em PDA:

Conidioforos apresentam paredes lisas, contendo 2—3 fialides lageniformes, medindo 5,27-8,9 um
(M=7,16 um) x 1,9-3,3 um (M=2,27 um) (Fig. 3B, C, F), com conidios globosos de cor verde-
amarelada, medindo 2,96-4,10 um (M=3,47 um) x2,82-3,64 um (M=3,21 um) (Fig. 3G).
Presenga de clamidosporos terminais com 4-5,37 um (M=4,99 um) x 4,36-—4,92 um (M=4,65 um)
(Fig. 3D, E) e clamiddsporos intercalares com 5,94-6,3 um (M=6,1 pm) x 3,2-3,82 um
(M=3,5 um) (Fig. 3H).

Micromorfologia em SNA:

Conidioforos apresentam paredes lisas, contendo 2—3 fialides lageniformes, medindo 5,1-8,6 um
(M=7,12 um) x 1,7-3,2 um (M=2,19 um), com conidios globosos de cor verde-amarelada,
medindo 2,97-3,98 um (M=3,46 um) x 2,67-3,47 um (M=3,13 um). Presen¢a de clamiddsporos
terminais com 5,44-9,04 um (M=6,93 um) x 5,32-8,38 um (M=6,74 um) e clamiddsporos
intercalares com 7-8,8 pm (M=7,64 pum) x 3,8-4,72 um (M=4,73 um).

Micromorfologia em CMD:

Conidioforos apresentam paredes lisas, contendo 2-3 fialides lageniformes, medindo 5,09—
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9,16 um (M=7,11 um) x2,11-4,05 yum (M=3,12 um), com conidios globosos de cor verde-
amarelada, medindo 3,07-4,05 um (M=3,44 um) x2,93-4,19 um (M=3,60 um). Presenca de
clamidésporos terminais com 6,82—9,38 um (M=8,23 um) x 4,89-7,26 um (M=5,79 um).

Estagio sexual: Nao observado.

Distribuicao: Brasil, estado do Amazonas.

Etimologia: Refere-se ao potencial para o controle de fitopatégenos de interesse agricola e a

localizag@o onde o tipo foi isolado.

Notas:

Trichoderma agriamazonicum difere de Trichoderma texanum pela auséncia do pigmento amarelo
no micélio nos meios PDA, MEA e SNA, baixa formacao de pustulas apos 72 h em PDA, cor dos
conidios, menor tamanho das fialides e presenca de clamiddsporos terminais. Difere de

Trichoderma ovalisporum pela baixa produgao de pustulas, conidios e conidiéforos.
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Figura 3. a Morfologia da colonia de Trichoderma agriamazonicum sp. nov. nos meios PDA,
MEA,CMD e SNA. b, ¢, e Conidioforos. d Clamidoésporo. f Conidios verde-amarelados (seta

vermelha) e clamiddsporos de cor azul-cotton. g Clamidosporo intercalares (seta amarela).

Inibi¢do do Crescimento Micelial de Fitopatogenos
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Para avaliar sua capacidade de biocontrole de fitopatogenos, 7. agriamazonicum foi testado
por meio de um ensaio de cultura dual. A inibi¢do do crescimento micelial (MGI) >50% foi
observada para todos os fitopatogenos no final do 21° dia. O maior percentual de ICM foi
observado para Corynespora cassiicola INPA 2671 (80,74%) (Fig. 4C, Fig. S3). Em contraste, o
menor percentual foi observado para Rhizoctonia sp. INPA 2942 (59,63%). De modo geral, as
espécies de Colletotrichum apresentaram MGI > 67,04% (Fig. 4C). Para Fusarium decemcellulare
CPAA307 e Fusarium sp. CPAA 10621, foi observada apenas 12,75% e 35% de MGI,
respectivamente, no 7° dia; no entanto, no 14° dia, a MGI aumentou para 53,43% e 69,26% (Fig.
4C). O fitopatogeno Alternaria sp. SMPT22 apresentou uma MGI de 66,66%. A interagdo entre
Colletotrichum siamense CPAA Coll 2N e T. agriamazonicum foi melhor caracterizada usando
microscopia eletronica de varredura (MEV), e o status de micoparasitismo foi confirmado. Na
zona de contato do ensaio de cultura dual, as hifas de 7. agriamazonicum comprimem as hifas de

C. siamense (Fig. 4AB).
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Figura 4. a. Placa de cultura pareada de 7. agriamazonicum e Colletotrichum siamense CPAA
Coll 2 N; b. Microscopia eletronica de varredura da zona de contato entre 7. agriamazonicum e C.
siamense. Setas pretas mostram 7. agriamazonicum comprimindo as hifas de C. siamense;
¢. Inibicdo do crescimento micelial (MGI) de T agriamazonicum INPA 2475 contra nove

fitopatogenos aos 7, 14 e 21 dias de inibigao.

Efeito dos Compostos Orgdnicos Volateis (VOCs) no Crescimento Micelial de Fitopatogenos

O crescimento de todos os fitopatdgenos foi afetado pelos VOCs de T. agriamazonicum. A
principal inibicdo foi observada para Corynespora cassiicola INPA 2671 (54%), enquanto uma
inibigdo menor foi observada em Fusarium spp. (17% e 26%) (Fig. SAB). Colletotrichum spp.,
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Alternaria sp. SMPT22 e Rhizoctonia sp. INPA 2942 apresentaram >40% de MGI. Entre as
espécies de Colletotrichum, C. scoville INPA 2910, que causa podridao de frutos em Capsicum

chinense, teve a maior inibicao (50%) (Fig. 5AB).
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Figura 5. a Efeito dos compostos organicos volateis (VOCs) sobre o crescimento micelial dos
fitopatogenos apos sete dias. b Percentual de inibi¢do do crescimento micelial (MGI).

Efeito dos VOCs no controle da podriddo de frutos causada por Colletotrichum scovillei

Com base nos resultados da inibicdo do crescimento micelial pelos compostos organicos
volateis (VOCs) de T. agriamazonicum, foi realizado um ensaio in vivo utilizando frutos de
Capsicum chinense para avaliar os efeitos dos VOCs no controle da podridao de frutos causada

por C. scovillei INPA 2910. No 7° dia apos a inoculagdo do fitopatdogeno, nao foram observados
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sintomas no tratamento com 7. agriamazonicum, enquanto o controle (ndo inoculado com INPA
2475) apresentou, nesse mesmo periodo, frutos completamente apodrecidos com abundante

esporula¢do na superficie (Fig. 6).

|0J1U0)
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Figura 6. Efeito dos compostos organicos volateis de Trichoderma agriamazonicum na podridao
de frutos de Capsicum chinense causada por Colletotrichum scovillei INPA 2910 apos sete dias.

Caracterizacdo dos VOCs utilizando GC-MS

Para identificar os compostos organicos volateis (VOCs) produzidos por Trichoderma
agriamazonicum no controle da podriddao de frutos causada por Colletotrichum scovillei em
Capsicum chinense, foi realizada uma analise por GC/MS-MS. Os VOCs produzidos por T.
agriamazonicum durante a interagdo com C. chinense e C. scovillei foram 3-octanona, 2-octen-1-
ol, a-copaeno e acido benzilacético. Os demais VOCs identificados em 7. agriamazonicum estao

listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Compostos organicos volateis identificados por GC/MS-MS em Trichoderma
agriamazonicum INPA 2475 cultivado em PDA e durante a interagdao no fruto de Capsicum
chinense inoculado com Colletotrichum scovillei INPA 2910.

T+ Cc+P = Trichoderma agriamazonicum INPA 2475 + Capsicum chinense e Colletotrichum

scovillei.
Compostos RT Formula Trichoderma Interacio:
agriamazonicum T+Cc+P
1-Octen-3-ol 10.5 CsHie - +
3-Octanone 10.8 CsHis + +
2-Octen-1-ol 13.6 CsHis + +
6-Amyl-a-pyrone  24.8 Ci0H1402 + -
Furan-2-pentil 10.9 CoH140 + -
a-Terpinene 11.8 CioHie + -
1-Octanol 13.7 CisHisO + -
2-Heptyfuran 17.5 C11Hi130 + -
a - Copaene 24.5 CisHos + +
Benzeneacetil acid  19.0 CioH1202 + +
Analise por HPLC-MS/MS

A investigacdo dos metabolitos secundarios foi realizada manualmente através da analise
de massa exata, considerando o erro de massa de 5 ppm; o perfil de fragmentacdo e anotacdes
especificas em bancos de dados também foram utilizados (Fig. S5, Tabela S1). O processo de
dereplica¢do quimica foi conduzido utilizando Dereplicator+ e METABOLOMICS-SNETS-V2
no site do Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS).

A interpretacdo manual dos espectros resultou na identificacao de dois compostos com m/z
754,5 e 1350,8. As moléculas anotadas no GNPS foram hypocrenona C, 5-hidroxi-de-O-
metilasiodiplodina e trikoningina KBII. O espectro MS/MS do ion m/z 153,0 corroborou a
anota¢do da hypocrenona C pela presenca de sinais de perda de 4cido formico, etileno, H2 ¢ CO
(Ding et al., 2015). J4 o espectro MS/MS do ion m/z 295,1 apresentou um maior nimero de picos,
a partir dos quais foram observadas perdas de H.O, CO e estruturas mais complexas (Yang et al.,
2000).
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O espectro MS do ion m/z 1052,7 [M+H]+, supostamente oriundo do lipopeptaibol
trikoningina KBII (Oc-Iva-Gly-Val-Aib-Gly-Gly-Val-Aib-Gly-Ile-Leuol), mostrou sinais de ions
acilio resultantes da fragmentacdo sequencial da cadeia peptidica, iniciando-se a partir do
aminoalcool leucinol da por¢do C-terminal (Fig. S8). O ion m/z 382,2 abrangeu a por¢do N-
terminal do peptideo, relacionado a um fragmento acetilado Iva-Gly-Val com um grupo octanoilo
(Auvin-Guette et al., 1993).

Um pequeno lipopeptaibol, composto por sete residuos de aminoacidos ainda ndo descrito
na literatura, pode ser anotado a partir do espectro MS do ion m/z 754,5 [M+H]+. A interpretacao
do padrao de fragmentacdo dessa substancia permitiu propor a sequéncia Oc-Vxx-Gly-Vxx-Aib-
Gly-Lxx-Lxxol (onde Vxx pode ser valina ou isovalina, Lxx pode ser leucina ou isoleucina, e
Lxxol representa leucinol ou isoleucinol) (Fig. S9). Além do lipopeptaibol, também foram
detectadas duas novas sequéncias de peptaibois de 7 residuos em m/z 684,4 e 698,4 (Fig. S6-S7).
Na fragmenta¢do do m/z 698,4, a porcdo C-terminal mostrou perda de 174,10 u, indicando os
aminoacidos Gly-Lxxol. Outras perdas de massa incluiram m/z 129,04 (Glu), m/z 113,09 (Leu),
m/z 85,05 (Aib), e o ion N-terminal em m/z 197,1 representando Ac-Pro-Gly. O ion m/z 684,4
apresentou as mesmas perdas de massa, exceto pelo ion C-terminal 169,1, que corresponde a Gly-
Vxxol. Os peptaibois de 7 residuos anotados (Ac-Pro-Gly-Glu-Leu-Aib-Gly-Lxxol e Ac-Pro-Gly-
Glu-Leu-Aib-Gly-Vxxol) sdo inéditos na literatura e constituem novas sequéncias peptidicas
putativas (Fig. S6-S7).

Adicionalmente, o espectro MS do ion m/z 1350,8 [M+H]+ apresentou picos
caracteristicos de perda de aminodlcool leucinol ou isoleucinol, além de sete sinais
correspondentes ao residuo Aib-Gly-Gly-Vxx-Aib-Gly-Lxx-Lxxol para o fragmento m/z 680,4
(Fig. S10). Informagdes adicionais do espectro MS do aduto [M+2H]+ permitiram inferir que a
por¢do N-terminal ¢ composta por Oc-Vxx-Gly-Vxx-Aib-Gly-Gly-Vxx, formando um
lipopeptaibol de 15 residuos (Oc-Vxx-Gly-Vxx-Aib-Gly-Gly-Vxx-Aib-Gly-Gly-Vxx-Aib-Gly-
Lxx-Lxxol), cuja sequéncia também ¢ inédita na literatura. Os dados de fragmentacdo e erro de

massa em ppm estdo disponiveis na Tabela S1.

Analise  gemomica  comparativa  utilizando  andlise  de  proteinas  ortologas

A anélise com o OrthoVenn de T. agriamazonicum resultou em 10.173 proteinas preditas
e 9799 clusters, dos quais 7350 sdo compartilhados entre 7. viride, T. atroviride, T. koningiopsis e

T. koningii, que sdo as espécies mais proximas que possuem sequéncias genomicas disponiveis.
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T. koningiopsis foi a espécie que mais compartilhou proteinas ortélogas (9363) com T
agriamazonicum. Apenas dois clusters sdo unicos de 7. agriamazonicum; no entanto, estes sao
proteinas hipotéticas. 182 clusters ortdélogos sdo compartilhados apenas entre 7. agriamazonicum
e T koningiopsis, 150 entre T. atroviride, 23 entre T. viride e 9 entre T. koningii.

Dos 182 clusters compartilhados entre 7. koningiopsis e T. agriamazonicum, de acordo
com a funcdo molecular, 46% estdo relacionados a atividade de oxidoredutase (GO:0016491),
12% sdo previstos para atividade de transferase (GO:0016740), 12% para ligagdo a ions
(GO:0043167), 9% para atividade de hidrolase (GO:0016787), 3% para ligacdo a nucleotideos
(GO:0000166), 3% para ligacao a nucleosideos (GO:0001882); 3% possuem fun¢do desconhecida
(GO:0003674), 3% estdo relacionados a atividade de mono-oxigenase (G0O:0004497), 3% a
atividade de transportador (GO:0005215) e 3% a outros ligantes (GO:0005488).

De acordo com os processos biologicos, 20% possuem fungdo desconhecida
(GO:0008150), 18% participam de processos metabdlicos (GO:0008152), 14% estao relacionados
a processos metabolicos celulares (G0O:0044237), 9% a processos metabdlicos de compostos
nitrogenados (GO:0006807), 7% a processos metabdlicos primarios (GO:0044238), 6% a
processos celulares (GO:0009987), 6% a processos metabolicos de macromoléculas
(GO:0043170), 5% a processos metabolicos de acidos organicos (GO:006082), 5% a processos de
transporte (GO:006810) e 5% a processos de estabelecimento de localizagdo (GO:0051234) (Fig.
7).
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Figura 7. a. Diagrama de Venn de Trichoderma agriamazonicum INPA 2475 e espécies
relacionadas; b.Numero de clusters de proteinas; ¢. Numero de elementos: especificos (1) e
proteinas compartilhadas por 2, 3, 4 e 5 espécies no diagrama de Venn.

CAZymes de Trichoderma agriamazonicum INPA 2475

Com base no genoma de 7. agriamazonicum, os CAZymes foram preditos, classificados e
comparados com outras espécies relacionadas de 7richoderma (Fig. 8). No total, 198 CAZymes
foram preditos em 7. agriamazonicum, enquanto 1. viride possui 223, T. atroviride 203, T.
koningiopsis 181 e T. koningii 151. No dendrograma baseado na composicdo de CAZymes, T.

agriamazonicum apresenta grande semelhanca com 7. atroviride. A licheninase CAZyme (lichenin
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BGLU GHI12) foi predita apenas em 7. agriamazonicum. A licheninase ¢ responsavel pela
hidrodlise da lichenina presente em varias espécies de liquenes e cliva as liga¢des (1—4)-B-D-
glucosidicas em B-D-glucanos contendo ligagdes (1—3)- e (1—4)-. A maioria das enzimas
encontradas estava relacionada a degradacdo de lignina e quitina, com um numero elevado de
copias de genes que codificam as enzimas lignina glucooligosacarideo oxidase AA7 e quitinase

GH18 (Fig. 8).
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Figura 8. Composicido de CAZymes nas espécies relacionadas a Trichoderma

agriamazonicum.
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Potencial de clusters génicos biossintéticos

Trichoderma agriamazonicum possui 33 clusters génicos biossintéticos (BGC), dos quais
14 sdo para producao de poliquetideos (PKS), 3 para sintetases de peptideos nao ribossomicos
(NRPS), 8 para sintetases de peptideos ndo ribossomicos semelhantes (NRPS-like), 6 para
terpenos e 2 hibridos (PKS-NRPS). Apenas 2 BGCs apresentam 100% de similaridade com vias
j& caracterizadas, como a producdo do sideroforo NRPS dimetilcoprogénio e do TI1-PKS
naphtopirona. Outros 4 BGCs apresentam <40% de similaridade com BGCs para a producao de
triptoquialanina, acido fusarico, squalestatina S1 e neurosporina A. Em contraste, 27 BGCs ndo
apresentam qualquer similaridade com BGCs ja caracterizados no repositorio MIBiG, mostrando
assim o potencial biossintético inexplorado de 7. agriamazonicum. Além disso, T.
agriamazonicum apresenta um numero maior de PKS quando comparado as outras cinco espécies
de Trichoderma estreitamente relacionadas, cujas sequéncias gendmicas estdo disponiveis em

bancos de dados publicos (Fig. S3).

Discussao

Neste estudo, adicionamos um novo membro ao género Trichoderma, denominado aqui
como Trichoderma agriamazonicum. Esta nova espécie foi isolada como um endofito de uma
planta nativa da Amazonia, Scleronema micranthum, e, até onde sabemos, este ¢ o primeiro estudo
a relatar um fungo associado a essa espécie. A posi¢ao filogenética de 7. agriamazonicum usando
dados de sequéncia do gene tef]-o revela uma posi¢do ndo ambigua e mostra proximidade com 7.
ovalisporum, enquanto os dados de rpb2 mostram 7. texanum como um clado irmao. O baixo
numero de SNPs no gene rpb2 em comparagdo com o tefl-a (Figura 2) reduz o poder de resolucao
filogenética para esse clado, diminuindo, consequentemente, o suporte de PP e bootstrap, como
observado na Figura 1. No entanto, as compara¢des morfoldgicas entre espécies relacionadas nas
analises de tef]-a, rpb2 e concatenadas confirmam o status de 7. agriamazonicum como uma nova
espécie fingica, que possui conidios e comprimento de fialides maiores e producdo reduzida de
conidios.

1. agriamazonicum apresenta inibi¢do significativa do crescimento micelial em todos os
fitopatogenos testados, e essa atividade pode ser relacionada a atividade micoparasitaria,
confirmada em Colletotrichum siamense pela constricdo das estruturas hifais. A atividade
micoparasitaria do género Trichoderma ¢ um trago ancestral e ¢ um processo complexo que

envolve enzimas, sinalizacdo e producdo de metabolitos (MUKHERJEE et al., 2022;
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ATANASOVA et al., 2018; TAMANDEGANI et al., 2020). Os tragos de micoparasitismo também
foram associados a supressao de doengas de plantas (MUKHERIJEE et al., 2022).

Além da atividade micoparasitaria, 7. agriamazonicum também inibiu o crescimento
micelial de fitopatdgenos por meio da produgdo de compostos volateis (Figura SAB, Tabela 1),
nos quais compostos foram identificados com atividade antifiingica e fungistatica previamente
relatada (SALWAN et al., 2019). O 6-amilo-o-pirona, uma lactona com aroma caracteristico de
coco, foi caracterizado como um dos principais constituintes volateis produzidos por varias
espécies de Trichoderma, e possui propriedades antifiingicas (KALYANI et al., 2000). Da mesma
forma, volateis como 1-octen-3-ol e 3-octanona, exibem efeitos fungistaticos e fungicidas
(NEMCOVIC et al., 2008). A producio de VOCs por Trichoderma esti associada a varios
processos bioldgicos, como germinagdo de conidios, sinalizagdo e defesa (SALWAN et al., 2019).

Na inibi¢do do crescimento micelial por VOCs e micoparasitismo, 7. agriamazonicum
demonstrou potencial para controlar Colletotrichum spp. Selecionamos C. scovillei, isolado de
podridao de fruta de Capsicum chinense, para ensaios de controle pds-colheita devido a grande
inibi¢do pelos VOCs de T. agriamazonicum, e os resultados mostram que esta nova espécie tem
potencial para ser utilizada pos-colheita. Este trabalho relata pela primeira vez os VOCs para
controle da podridao de antracnose em Capsicum chinense causada por C. scovillei.

O uso de compostos organicos volateis produzidos por espécies de Trichoderma ja foi
relatado para Carica papaya no controle da podridio de frutos causada por Colletotrichum
gleosporioides (VALENZUELA et al., 2015), para Citrus sinensis no controle do bolor verde
causado por Penicillium digitatum (FERREIRA et al., 2020), para Musa acuminata no controle da
podridao de coroa causada por Colletotrichum musae (SANGEETHA et al., 2009), no controle de
podridao de frutos em Cucumis melo causada por Fusarium incarnatum (INTANA et al., 2021),
para antracnose em Capsicum frutescens causada por Colletotrichum gleosporioides
(RUANGWONG et al.,, 2021). Além disso, VOCs podem ser aplicados na promocao de
crescimento de plantas (LEE et al., 2016; YOU et al., 2022).

Relatamos que 7. agriamazonicum ¢ um produtor de peptaibols e lipopeptaibols 7-mer nao
convencionais (S5-S10). O lipopeptaibol trikoningin KBII anotado em 7. agriamazonicum tem
atividade antibidtica contra Staphylococcus aureus, conforme relatado por Auvin-Guette (1993).
Os lipopeptaibols com m/z 754,5 e m/z 1350,8 ndo foram encontrados na literatura e esses
compostos sdo estruturalmente semelhantes nas porgdes C-terminal e N-terminal, mas diferem na
quantidade de residuos de aminoécidos, sugerindo o mecanismo de "module-skipping" pela

sintase de peptideos nao ribossomicos (Figura S8-S10). Dois peptaibols 7-mer (m/z 684,3 e m/z
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698,4) também ndo foram encontrados na literatura e parecem ndo ter a mesma origem
biossintética que os lipopeptaibols (Figura S6-S7). A ocorréncia de um peptaibol 7-mer ¢ rara em
Trichoderma e, até o momento, foram relatados apenas trichodecenina I (OANCEA et al., 2008)
e trichopolinas I e I (FUJITA et al., 1981).

Outros metabolitos secundarios anotados neste trabalho incluem hypocrenona C e 5-
hidroxi-de-O-metil-lasiodiplodina. A hypocrenona C foi isolada de uma linhagem marinha do
fungo Hypocrea koningii PF04 (DING et al., 2015), e 5-hidroxi-de-O-metil-lasiodiplodina foi
obtida do fungo endofitico Lasiodiplodia theobromae IFO21059 (YANG et al., 2000) e de algumas
espécies de Trichoderma (ZHANG et al., 2017). Em relacdo ao seu potencial biologico, 5-hidroxi-
de-O-metil-lasiodiplodina apresentou atividade indutora de microtubérculos de batata (YANG et
al., 2000), atividade antibiotica (YANG et al., 2006) e atividade citotoxica (BUAYAIRAKSA et
al., 2011).

Os clusters de genes biossintéticos de 7. agriamazonicum sdo direcionados principalmente
para a producdo de poliquetideos; no entanto, a maioria desses clusters representa BGCs ndo
caracterizados. O potencial biossintético de Trichoderma tem ganhado atencdo recentemente, e
analises com diferentes genomas de Trichoderma mostram baixos numeros de BGCs
compartilhados entre espécies, indicando o vasto repertdrio biossintético do género (SHENOUDA
et al., 2021). Entre as espécies de Trichoderma com genomas completos, 7. agriamazonicum
apresenta um numero maior de proteinas ortdlogas compartilhadas com 7. koningiopsis, enquanto
na composi¢do de CAZymes, T. agriamazonicum esta mais relacionado com Trichoderma
atroviride IMI 206040, que sdao duas linhagens bem conhecidas de biocontrole.

Com o cenario atual de desmatamento na Amazonia e a crise gerada pelas mudangas
climaticas, a utilizagdo de praticas agricolas sustentaveis precisa ser implementada com urgéncia.
A exploragao da biodiversidade amazonica para a descoberta de novas espécies de Trichoderma
pode ajudar ndo apenas a aumentar a produtividade das principais commodities mundiais, mas

também a reduzir o uso de pesticidas, a0 mesmo tempo em que mantém a floresta Amazdnica em

pé.

Conclusao

Neste artigo, descrevemos uma nova espécie fungica, Trichoderma agriamazonicum, e
demonstramos seu potencial biotecnologico no controle de fitopatdogenos por meio da atividade

de micoparasitismo e da producao de compostos organicos volateis (VOCs). Os VOCs de T.
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agriamazonicum sdo capazes de controlar a podriddo de frutos por antracnose causada por
Colletotrichum scovillei em Capsicum chinense, com trés VOCs—6-amilo-a-pirona, 1-octeno-3-
ol e 3-octanona—identificados como o0s principais constituintes responsaveis pelas atividades
fungistatica e fungicida. A anotagdo de peptaibdis revela que a nova espécie ¢ uma produtora nao
convencional de peptaibois 7-mer e lipopeptaibdis, compostos que ainda nao foram descritos na
literatura. A analise gendmica indicou um vasto repertorio de metabolitos devido a presenca de
clusters de genes biossintéticos (BGCs) nao caracterizados. Por fim, a comparagao de CAZymes

revelou uma licheninase especifica (GH12) unica de Trichoderma agriamazonicum.
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CAPITULO 11

Isolamento e caracterizacio de Trichoderma a partir de sedimentos de rios amazénicos
com descriciio de cinco novas espécies e novos registros para o Brasil

Thiago F. Sousa; Raoni Gwinner, Ingride J. S. da Silva; Gleucinei S. Castro; Gerodes
Vasconcelos, Marta Cristina Corsi de Filippi, Candido Athayde Sobrinho, Michel E. B.
Yamagishi; Rogério Eiji Hanada, Aleksander W. Muniz, Hector H. F. Koolen, Gilvan F. da Silva.

Resumo

Trichoderma é um género cosmopolita amplamente utilizado na agricultura devido as suas
caracteristicas benéficas que promovem o crescimento das plantas e oferecem protecao ecologica
e sustentavel para as culturas. Mais de 400 espécies validas de Trichoderma foram descritas, com
um namero crescente de sequéncias de genoma completo disponiveis, revelando um vasto
repertorio de enzimas e metabolitos com potencial biotecnoldgico. Neste estudo, 43 linhagens de
Trichoderma provenientes de sedimentos de rios amazonicos foram caracterizadas. A analise
filogenética baseada nas sequéncias de fefl-o identificou 15 espécies, com 7. lentiforme
encontrado em todos os locais amostrados. As analises morfoldgicas e filogenéticas sustentaram
a descricao de cinco novas espécies: 1. madeiraense, T. labreaense, T. tapauaense, T. submersum
e T juburiaense, enquanto 7. cyanodichotomus ¢ T. awajun foram registradas pela primeira vez
no Brasil. Ensaios de cultura dupla demonstraram uma atividade eficaz de biocontrole, com T
juburiaense TM67 mostrando o maior antagonismo contra multiplos patéogenos. Ensaios in vivo
confirmaram a redug¢do de patdgenos em sementes de feijdo-caupi. A mineragdo de genoma
identificou clusters de genes biossintéticos (BGCs) associados a producdo de metabolitos
secundarios, incluindo verticilinas, ilicicolina, chaetoglobosinas, harzianopiridona e brefeldina A,
que exibem atividades antifungicas, antibacterianas e citotoxicas. Este estudo revela novas
espécies de Trichoderma com notavel potencial de biocontrole e producdao de metabolitos

bioativos, oferecendo candidatos promissores para a agricultura sustentavel e biotecnologia.

Palavras-chave: Novas espécies de Trichoderma, Biodiversidade amazbnica, Mineragao

genOmica
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Abstract

Trichoderma is a cosmopolitan genus widely used in agriculture due to its beneficial traits that
promote plant growth and provide sustainable, eco-friendly crop protection. Over 400 valid
Trichoderma species have been described, with an increasing number of whole-genome sequences
available, revealing a vast repertoire of enzymes and metabolites with biotechnological potential.
In this study, 43 Trichoderma strains from Amazonian river sediments were characterized.
Phylogenetic analysis based on tef1-o sequences identified 15 species, with 7. lentiforme found in
all sampled sites. Morphological and phylogenetic analyses supported the description of five novel
species: 1. madeiraense, T. labreaense, T. tapauaense, T. submersum, and T. juburiaense, while T.
cyanodichotomus and T. awajun were first recorded in Brazil. Dual-culture assays demonstrated
effective biocontrol activity, with 7. juburiaense TM67 showing the strongest antagonism against
multiple pathogens. In vivo assays confirmed pathogen reduction in cowpea seeds. Genome
mining identified biosynthetic gene clusters (BGCs) associated with secondary metabolite
production, including verticillins, illicicolins, chaetoglobosins, harzianopyridone, and brefeldin A,
which exhibit antifungal, antibacterial, and cytotoxic activities. This study unveils novel
Trichoderma species with remarkable biocontrol potential and bioactive metabolite production,

offering promising candidates for sustainable agriculture and biotechnology.

Keywords: New species of Trichoderma, Amazonian biodiversity, Genome mining.
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Introduciao

O género Trichoderma possui uma distribui¢do cosmopolita, habitando diferentes
ambientes, sendo predominantemente encontrado em tecidos vegetais, madeira em decomposicgao,
sedimentos e diferentes tipos de solo (SILVA et al., 2023). Este género exibe caracteristicas
fisiologicas interessantes para a biotecnologia e ¢ amplamente utilizado na industria e na
agricultura devido ao seu repertorio diversificado de enzimas combinado com alta producgao,
biossintese de metabolitos secundarios bioativos, caixa de ferramentas genética e atividade
micoparasitica (BISCHOF et al., 2014; BACCELLI et al., 2022; WOO et al., 2022).

Muitas espécies de Trichoderma foram descritas nos ultimos anos, impulsionadas por
dados moleculares e analises evolutivas, o que possibilitou a descricdo de 400 espécies validas
(WOO et al., 2022). Recentemente, uma diretriz para identificacdo de Trichoderma (ref) propos
que os codigos de barras de DNA ITS, tefl-a e rpb2 podem ser usados para identificacdo
inequivoca e delimitacdo de espécies, onde foi estabelecido que >70% de similaridade nos dados
de sequéncia ITS confirma o género, enquanto identidade nucleotidica <99% em rpb2 ¢ <97% em
tefl-a em relacao aos isolados tipo sustentam o status de nova espécie quando combinados com
analise filogenética e morfologica (CAI e DRUZHININA, 2021). Apds a padronizacdo, mais de
54 novas espécies de Trichoderma foram descritas (BARRERA et al., 2021; BUSTAMANTE et
al., 2021; NUANGMEK et al., 2021; PRAMEELADEVI et al., 2021; RODRIGUEZ et al., 2021;
ZENG et al., 2022; ZHENG et al., 2021; AN et al., 2022; CAO et al., 2022ab; YU et al., 2022;
ZHANG et al., 2022; BRITO et al., 2023; SOUSA et al., 2023).

Apesar de Trichoderma apresentar muitas espécies e linhagens bem caracterizadas, a busca
por esses microrganismos continua a crescer. Novas linhagens potenciais de biocontrole que sdo
capazes de controlar fitopatégenos e melhorar a producao de culturas com impactos economicos
estdo dentro do escopo dos estudos de Trichoderma (GHAZANFAR et al., 2018; ABDULLAH et
al., 2021). O Brasil ¢ o segundo maior produtor de produtos agricolas e possui uma mega
biodiversidade e multiplos ecossistemas que t€ém sido pouco explorados do ponto de vista da
diversidade microbiana (PYLRO et al., 2014; FAO & OECD, 2015; OLIVEIRA et al., 2019).
Estudos com Trichoderma na Amazodnia resultaram na descoberta de linhagens solubilizadoras de
fosforo e promotoras do crescimento vegetal, bem como novas espécies (HOLMES et al., 2004;
SAMUELS et al., 2006; LOPEZ-QUINTERO et al., 2013; BONONI et al., 2020).

Os diferentes ecossistemas da floresta amazonica estdo extremamente conectados em uma
rede complexa de interagdes, na qual a grande quantidade de biomassa vegetal ¢ mantida por uma

intensa atividade de microrganismos saprofitas, atividade esta potencializada pelo clima quente e
60



umido da regido. Esses microrganismos reciclam o carbono decompondo as incontaveis camadas
de material organico no solo, retornando a floresta os nutrientes necessarios para sua manuten¢ao
(MALHI et al., 2012). O produto da decomposicao ¢ lixiviado com o intenso volume de chuvas,
depositado nos rios e espalhado pelo bioma com a ajuda dos pulsos de inunda¢ao, acumulando-se
nos sedimentos (JUNK et al., 2013; JUNK et al., 2015; DE SOUSA-LOBO et al., 2019; MELACK
et al., 2021).

Neste estudo, exploramos os sistemas fluviais amazdnicos, coletando amostras de
sedimentos para isolar e caracterizar linhagens de Trichoderma. Um total de 43 isolados foi
identificado e analisado por meio de avaliagdo morfoldgica, andlise filogenética, perfil de
CAZyme e avaliagdo do potencial biossintético. Além disso, sua atividade antagonista contra
varias espécies fitopatogénicas foi avaliada usando ensaios de cultivo duplo. Para investigar ainda
mais seu potencial de biocontrole, isolados selecionados foram testados in vivo em sementes de

feijdo-caupi naturalmente infectadas.

Material e métodos

Isolamento e Condigoes de Cultivo

Os isolados de Trichoderma foram obtidos a partir de sedimentos de diferentes rios
amazonicos localizados no estado do Amazonas (Brasil). A posi¢do geografica exata das linhagens,
a profundidade do sedimento e o pH da agua estdo mostrados na Tabela 1. As amostras de
sedimento foram recuperadas do fundo dos rios amazdnicos com o auxilio de um aparato Van Veen
e armazenadas em tubos Falcon (50 mL) a 4°C. As amostras foram secas sob pressdo reduzida
para obter pellets de sedimento, dos quais uma parte (1,0 g) foi diluida para uma concentracao de
10%. Um volume de 100 puL dessa solugdo foi inoculado em meio de agar rosa bengala (1,0 g
KH:PO4, 0,5 g MgS047H:20, 5,0 g peptonas, 10 g dextrose, 0,35 g rosa bengala) e incubado a
28°C por quatro dias. As colonias com caracteristicas morfologicas de Trichoderma foram
selecionadas, purificadas por cultivo monosporico e preservadas em meio de batata dextrose (PD,

200 g de batata, 20 g de dextrose) e glicerol (1:1, v/v).
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Tabela 1. Caracteristicas dos isolados de Trichoderma a partir de sedimentos de rios amazonicos,
incluindo dados geograficos, ambientais e de profundidade.

Isolado Espécie Localizagio Rio Municipio Profundidade Temperatura pH
geografica ™M) da agua (°C) da
agua
™2 Trichoderma 07°03°12.7 S Madeira Humaita 4.0 29.0 6.0
lentiforme 62°51°00.9 W
™3 Trichoderma 06°44°40.9 S Madeira Humaita 3.5 26.0 6.0
lentiforme 062°30°35. W
T™4 Trichoderma 06°21°51.4 S Madeira Humaita 1.0 31.5 6.0
lentiforme 062°15°31.5 W
™5 Trichoderma 06°12°13.0 Madeira Humaita 1.5 29.5 6.0
cyanodichotomus S 061°50°10.6
w
T™6 Trichoderma 05°49°22.4 Madeira Manicoré 0.5 27.0 6.0
cyanodichotomus S 061°18°10.5
w
™7 Trichoderma 05°31°56. S Madeira Manicoré 0.4 26.0 6.0
afroharzianum 060°54°12.0 W
™8 Trichoderma 05°14°40.0 Madeira Novo 1.0 24.0 6.0
cyanodichotomus S 060°32°51.5 Aripuana
w
T™11 Trichoderma 04°23°11.8 Madeira Borba 0.70 30.0 6.0
cyanodichotomus S 059°35°43.1
w
™12 Trichoderma 04°04°11.1 S Madeira Borba 3.0 31.0 6.0
endophyticum 059°20°52.0 W
TM13 Trichoderma 03°52°24.0 S Madeira  Nova Olinda 1.0 325 6.0
lentiforme 059°05°25.4 W do Norte
TM14* Trichoderma 03°27°09.9 S Madeira  Itacoatiara 1.0 30.5 6.0
madeiraense 058°49°59.0 W
TM18 Trichoderma 07°48°07.9 S Purus Pauini 1.0 29.0 6.0
lentiforme 067°05°39.8 W
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™19

T™M25

TM26*

™27

T™28

™29

™30

™32

T™34

T™35

T™M36

T™39

TM40

TMA42*

TM43

TM46

T™47

TM48

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
parareesei

Trichoderma
labreaense

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
tapauaense

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma rifaii

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
labreaense

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
tapauaense

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
labreaense

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
lentiforme

07°44°02.7 S
067°00°07.1 W

07°38°48.3 S
065°28°03.4 W

07°28°22.9 S
065°18’10.1 W

07°21°02.2 S
065°02°25.8 W

07°17°35.8 S
064°51°02.7 W

07°15°09.0 S
064°48°27.1 W

07°03°28.8 S
064°38°48.1 W

06°39°53.5 S
064°33°36.8 W

06°17°22.0 S
064°17°12.6 W

06°03°45.3 S
064°19°55.0 W

05°53°45.6 S
064°25°29.7 W

05°35°05.3 S
063°50°50.1 W

05°39°32.2 S
063°38°53.9 W

05°24°56.2 S
063°04°55.1 W

05°26°14.9 S
062°57°24.4 W

04°47°42.8 S
062°40°18.0 W

04°46°01.7 S
062°21°53.2 W

04°35°41.1 S
062°04°00.8 W

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Purus

Pauini

Labrea

Labrea

Labrea

Labrea

Labrea

Labrea

Canutama

Canutama

Tapaua

Tapaua

Tapaua

Tapaua

Tapaua

Tapaua

Beruri

Beruri

Beruri

0.40

1.5

0.30

1.0

2.0

7.0

5.0

6.5

8.5

4.5

4.0

5.5

4.5

4.0

5.0

6.0

5.0

7.5

29.0

25.0

25.0

24.0

24.0

25.0

26.0

32.0

25.0

24.0

24.0

29.0

27.0

29.0

28.0

26.0

31.0

29.0

6.0

6.0

6.0

6.0

6.0

6.0

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5
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T™M49

TMS50

TM54

TMS5

TM56

TMS57

TMS8*

T™M60

T™M61

T™M62

T™M64

TM67*

™70

™71

Trichoderma
cyanodichotomus

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
afroharzianum

Trichoderma
ovalisporum

Trichoderma
afroharzianum

Trichoderma
afroharzianum

Trichoderma
submersum

Trichoderma
afroharzianum

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
lentiforme

Trichoderma
capillare

Trichoderma
Jjuburiaense

Trichoderma
bissetii

Trichoderma
capillare

04°24°29.6
S 061°56°16.5
w

04°12°16.8 S
061°38°30.2 W

02°57°14.2 S
065°52’36.9 W

03°08°50.1 S
065°57°29.5 W

03°21°18.6 S
066°03°43.6 W

03°31°38.1 S
066°06°40.8 W

03°41°36.4 S
066°11°33.9 W

04°01°10.0 S
066°25°31.9 W

04°10°02.1 S
066°26°56.7 W

04°23°10.1 S
066°33°27.3 W

04°48°05.9 S
066°46°00.3 W

05°11°20.4 S
067°13°41.8 W

05°36°00.3 S
067°34°57.5 W

05°36°00.8 S
067°34°58.7 W

Purus

Purus

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Beruri

Beruri

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Jurua

Carauari

Carauari

Carauari

Carauari

Carauari

10.0

6.0

5.5

2.0

6.0

4.0

3.5

5.0

6.5

2.0

4.5

2.0

5.0

3.0

26.0

27.0

27.0

27.0

28.0

28.0

27.0

26.0

26.0

24.0

26.0

24.0

27.0

27.0

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5

5.5
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Figura 1. Mapa dos rios do estado do Amazonas - Brasil e distribui¢do das linhagens de
Trichoderma obtidas neste estudo ao longo dos rios.

Extrag¢dao de DNA, PCR e Sequenciamento

As linhagens foram cultivadas em meio de agar batata dextrose (PDA, 200 g de batata, 20
g de dextrose, 15 g de agar) por cinco dias a 28 °C para indugdo macica de conidiogénese. Uma
solucao de esporos foi preparada na concentragao de 10® e 100 uL dessa solugao foi inoculada no
meio de PD e incubada a 28°C com agitacao orbital (150 rpm) por dois dias. O caldo foi filtrado
e a massa micelial obtida foi seca com toalha de papel estéril. O micélio foi entdo lisado com
nitrogénio liquido e a extragdo de DNA foi realizada utilizando o método de 2% de CTAB (Doyle
& Doyle, 1981). A razao de pureza do DNA (260/280 nm) foi determinada pelo Nanodrop
(ThermoFisher) e a integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel (agarose 0,8%). O
DNA foi diluido a 50 ng/pL para as reacdes de PCR.

As reacdes de PCR foram preparadas para trés pares de primers nas regides ITS, 5.8S e

ITS2 (primers: ITS1 e ITS4), a sequéncia parcial do gene tefl-a (primers: EF-1aF e EF-10R) e a
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sequéncia parcial do gene rpb2 (primers: fRPB2-5F e fRPB2-7cR) usando o kit EasyTaq®
(Sinapse Biotecnologia) conforme as recomendagdes do fabricante. As condi¢des de PCR foram
as seguintes: desnaturagao inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 15 s,
anelamento a temperaturas especificas de cada primer (Tabela 2) por 30 s, extensao a 72 °C por 1

min e extensao final a 72 °C por 5 min.

Para confirmar que as sequéncias alvo foram amplificadas e para garantir a auséncia de
amplificacdo inespecifica, os produtos de PCR foram resolvidos em gel de agarose (Sigma: 100
mg/L) corados com brometo de etidio (0,05 pL/mL) e fotografados sob luz UV utilizando
equipamento Molecular Imaging System (Loccus Biotecnologic L-Pix. Chemi), comparando-os
com uma régua de 1 kb (Invitrogen). A purificacdo do PCR foi realizada utilizando exoSAP-IT
(ThermoFisher; nimero do catdlogo: 78200.200.UL), conforme as recomendacdes do fabricante.
As reacdes de sequenciamento foram realizadas em volume de 10 pL, contendo 2 uL de dgua
ultrapura, 1,5 pL de tampao BigDye, 0,5 uL de terminador BigDye v3.1 (Thermo Fisher), 1 uL de
cada primer e 5 uL dos produtos de PCR purificados. As condic¢des de ciclagem foram 96 °C por
1 min, seguidas de 35 ciclos a 96 °C por 15 segundos, 50 °C por 15 segundos e 60 °C por 4 min.

O sequenciamento foi realizado utilizando um analisador genético (3500, Thermo Fisher).

Tabela 2. Especificagdes dos primers e temperaturas de anelamento utilizadas para amplificar

fragmentos.
Primer  Sequence Annealing Reference
temperature °C
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 55 White et al. 1990

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATG

fRPB2- GAYGAYMGWGATCAYTTYGG 58 Liu et al. 1999
SF

fRPB2- CCCATRGCTbTGTYYY
TcR
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EF-1aF ATGGGTAAGGARGACAAGAC 57 O’Donnell et al. 1998;
Carbone and Kohn 1999

EF-1o0R  GGARGTACCAGTSATCATGTT

Analise Filogenética

As sequéncias consensuais das regides parciais de ITS, tefl-a e rpb2 foram obtidas
manualmente com base no alinhamento das sequéncias diretas e reversas, bem como na analise
dos eletrogramas. As sequéncias de tefl-o de 45 isolados obtidos neste estudo foram alinhadas
com 332 sequéncias de espécies tipo de Trichoderma para identificacdo preliminar por analise
filogenética. Os isolados que apresentaram indicagdes de novas espécies foram submetidos a uma
nova analise utilizando as sequéncias concatenadas de tefl-o e rpb2, juntamente com um conjunto

de dados contendo espécies relacionadas.

As sequéncias de cada locus foram alinhadas individualmente utilizando o algoritmo
MAFFT pelo software UGENE (Okonechnikov et al. 2012). Os alinhamentos de tefl-a e
concatenados (tefl-o + rpb2) foram visualizados na plataforma IQTREE (Trifinopoulos et al.
2016) para a analise de Maxima Verossimilhanca (ML), utilizando 1000 réplicas (bootstrap). A
analise de Inferéncia Bayesiana (BI) foi baseada no modelo adotado no PAUP* 4 e MrModeltest2
v2 (Nylander 2004). Todos os sitios nos loci foram considerados, e a andlise foi realizada por dez

milhdes de geragdes, com os 25% primeiros das arvores descartados e queimados utilizando a

ferramenta MrBayes v 3.7 disponivel no CIPRES (https://www.phylo.org/).

O suporte das branches e a topologia das arvores foram visualizados na plataforma iTOL.
A arvore consensual das analises ML e BI foi gerada manualmente a partir da topologia gerada
pela analise ML, com os valores de bootstrap, mais os valores de probabilidade posterior

utilizando o pacote de edi¢do CorelDraw 2020.

Caracteriza¢do Morfologica

A caracterizagdo macromorfologica foi realizada em PDA, CMD (2 g de infus@o de milho,

20 g de dextrose, 15 g de 4dgar) e SNA (1 g de KH2PO4, 1 g de KNO3, 0,5 g de MgS04, 0,5 g de
KCl, 0,2 g de glicose, 0,2 g de sacarose, 15 g de 4gar). As linhagens foram incubadas por sete dias
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a 28 °C. As microestruturas, como conidi6éforos, conidios e clamidosporos, foram analisadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) (JSM-ITS00HR) no Centro Multiusuério para Analise
de Fendmenos Biomédicos da Universidade Estadual do Amazonas (CMABio0). Para isso, a
microcultura foi preparada em PDA a 28 °C por 7 dias, fixada com Karnovisky e, em seguida,
desidratada em concentragdes crescentes de alcool (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%) por 15
min cada. A etapa com alcool absoluto foi repetida duas vezes. A secagem foi realizada em um
secador de ponto critico (Leica EM CPD300) e submetida a revestimento metalico (DII-
29010SCTR Smart Coater). A medi¢do do comprimento e largura de 30 conidios, fialides e
clamidosporos foi realizada utilizando um microscépio 6ptico com uma camera Carl ZEISS Axio

Imager v2.

Ensaios de Cultura Dupla

Discos de micélio (5 mm) dos isolados de Trichoderma e dos fitopatdogenos foram
inoculados em placas de Petri (90 mm) contendo meio de cultura PDA em dire¢des opostas, a 50
mm da borda. Placas contendo apenas os fitopatégenos foram usadas como controle positivo. Os
indculos foram incubados a 28 °C e avaliados apos 21 dias. Cada ensaio foi realizado em triplicata.
O percentual de inibi¢ao do crescimento dos fitopatdogenos foi calculado pela formula: Inibigao %
= (GC - GT)/(GC) x 100, onde GC representa o didmetro médio do controle e GT representa o
diametro médio do tratamento. Os resultados da inibi¢do foram utilizados para a representagao
grafica em barras utilizando o pacote ggplot2 no software R. As informag¢des detalhadas sobre os

fitopatogenos estao representadas na Tabela S1.

Controle de fitopatogenos em sementes de feijao-caupi

Os isolados de Trichoderma foram cultivados em meio Agar Dextrose de Batata (PDA)
por um periodo de sete dias sob condi¢des controladas. Apds esse periodo, a suspensao de conidios
foi preparada a partir das culturas puras do fungo, ajustando a concentracdo final para 1x107
conidios mL™" de dgua destilada estéril, sendo a contagem realizada com o auxilio de uma cdmara
de Neubauer. Foram utilizadas sementes de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), naturalmente
infectadas por fitopatdogenos, que foram identificados por analise morfoldgica. As sementes foram
imersas na suspensao de conidios de 7richoderma por um periodo de trés minutos, sob agitagao

com um misturador. Em seguida, o excesso de liquido foi removido com o auxilio de papel filtro
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estéril. Para o controle, as sementes foram tratadas apenas com agua destilada estéril, seguindo o
mesmo procedimento de imersao e remocao do excesso de liquido. As sementes tratadas foram

colocadas em placas de Petri contendo papel filtro umedecido com agua destilada estéril.

Cada tratamento consistiu de 100 sementes, distribuidas em 20 placas de Petri, com cinco
sementes por placa. O experimento foi mantido em uma camara de incubagao sob fotofase de 12
horas (luz/escuridao) e temperatura controlada de 20°C + 2°C, por um periodo de sete dias, de
acordo com a metodologia proposta para Teste de Sanidade de Sementes (Brasil, 2009). As
avaliagoes foram realizadas no sétimo dia ap6és a instalagdo do experimento, considerando o
numero de incidéncia de patégenos nas sementes tratadas e nao tratadas (controle). A analise foi
feita individualmente em cada semente, com o auxilio de microscopio estereoscopico e optico,
para identificar as estruturas flngicas associadas as sementes. O experimento foi conduzido em
um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 11 tratamentos (isolados), um controle e

quatro repetigoes.

Sequenciamento e montagem do genoma

O sequenciamento do genoma foi realizado por um servigo terceirizado utilizando a
plataforma Illumina NovaSeq 6000, gerando leituras paired-end (150 pb PE) de 150 pares de
bases. A qualidade das leituras foi avaliada usando o FastQC v0.11.9 para analisar a distribui¢ao
da qualidade dos nucleotideos, presenga de adaptadores e possiveis contaminantes. Leituras de
baixa qualidade e sequéncias de adaptadores foram removidas utilizando o Trimmomatic v0.39,
aplicando uma pontuagdo minima de qualidade Phred de > 30 e um comprimento minimo de
leitura de 50 pb. A montagem do genoma foi realizada utilizando o SPAdes v3.15.3, com
parametros padrdo para dados paired-end. A qualidade da montagem foi avaliada usando o
QUAST v5.2.0, considerando estatisticas como o numero de contigs, N50 e tamanho total do

genoma. A possivel contaminacao foi avaliada usando o CheckM v1.2.2.

Andlise de CAZyme

O genoma completo foi submetido a predicdo de proteinas usando o Augustus na

plataforma Galaxy (https://usegalaxy.org.au/), com Fusarium graminearum sendo utilizado como

conjunto de treinamento. Posteriormente, as proteinas preditas foram analisadas usando o servidor
web dbCAN3 para anotacdo automatizada de enzimas ativas em carboidratos

(https://beb.unl.edu/dbCAN2/). A contagem e classificacdo das familias de CAZyme envolvidas
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na degradagdo de biomassa foram realizadas utilizando um script em Python, e um mapa de calor
foi gerado com o pacote pheatmap no R. As proteinas classificadas na familia GH18 foram
analisadas mais detalhadamente para classificagdo de dominios usando a ferramenta Batch Web

CD-Search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi). Aqueles classificados

nas superfamilias GH18 quitinase-like e ChiA foram selecionados para analise filogenética. Para
isso, as sequéncias de proteinas foram alinhadas utilizando o algoritmo MAFFT, e uma arvore
filogenética foi construida utilizando o método UPGMA no MEGA. A arvore final foi editada
utilizando a plataforma iTOL e o CoreIDRAW.

Mineracdo de Genomas

A mineracdo de genomas para clusters de genes biossintéticos (BGCs) foi realizada

utilizando o fungiSMASH (https://fungismash.secondarymetabolites.org/) com pardmetros padrao
para prever e anotar vias biossintéticas de metabolitos secundarios. Os BGCs identificados foram
classificados com base na homologia com clusters conhecidos e anotagdes funcionais.
Para a analise de sintenia, as relagdes entre os clusters biossintéticos foram examinadas utilizando
o clinker & clustermap.js (Gilchrist e Chooi, 2021), ferramentas que realizam o alinhamento e
visualizacdo das disposi¢oes génicas dentro dos clusters. Essas ferramentas também foram usadas
para gerar visualizacdes comparativas das arquiteturas de BGCs em diferentes genomas,
facilitando a identificagdo de regides conservadas e variagdes estruturais. Além disso, essa anélise
ajudou a confirmar o potencial biossintético dos clusters para a producdo de compostos

especificos. As figuras geradas foram editadas manualmente utilizando o CorelDraw (2020).

Resultados

A anadlise filogenética de 43 isolados utilizando sequéncias de tefl-a revelou que 36 foram
atribuidos a oito espécies conhecidas de Trichoderma: T. lentiforme (19), T. afroharzianum (5), T.
rifaii (1), T. endophyticum (1), T. cyanodichotomus (5), T. parareesei (1), T. ovalisporum (1) e T.
harzianum (2). Além disso, nove isolados se agruparam em cinco clades distintos, indicando a
ocorréncia de cinco novas espécies com alto suporte de bootstrap e concordancia com a
delimitagdo de espécies spa! (rpb2 99 = tefl-a 97) (Figura SI 1).

A andlise concatenada utilizando os loci tefl-a e rpb2 apoia a proposicdo das novas
espécies. Os isolados TM26, TM36 ¢ TM46 estao estreitamente relacionados com 7. virens, sendo

o isolado TM26 selecionado como espécie tipo e apresentando 97% de similaridade com a regido
70


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi
https://fungismash.secondarymetabolites.org/

tefl-o e 98,01% com rpb2. Portanto, esta nova espécie foi nomeada como 7. labreaense (Figura
2). Os isolados TM28 e TM42 estao estreitamente relacionados com T. afroharzianum; quando
comparada a similaridade nucleotidica, a regido tefl-a apresenta 95,26% e 99,06% com rpb2, e
foram, portanto, nomeados como 7. fapauaense (Figura 3). O isolado TM67 esta estreitamente
relacionado com 7. pseudopyramidale, apresentando 95,44% de similaridade na regido tefl-a e
99% na sequéncia parcial do gene rpb2, sendo nomeado aqui como 7. juburiaense (Figura 3). O
isolado TM58 foi estreitamente relacionado com 7. stilbohypoxily e apresentou 96,84% de
similaridade na regido tefl-a. Além disso, a sequéncia de rpb2 para a espécie tipo de T
stilbohypoxily ndo esta disponivel, essa linhagem foi nomeada como 7. submersum (Figura 4).
Adicionalmente, o isolado TM14 formou um clado com 7. compactum, T. aggregatum e T.
parepimyces, que apresentaram valores sp3! (rpb2 99 = tefl-a 97) para todas essas espécies, sendo

assim descrito como uma nova espécie nomeada 7. madeiraense (Figura 3).
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Figura 2. Filograma construido com base no alinhamento dos loci fefl-a e rpb2 de espécies de
Trichoderma estreitamente relacionadas com 7richoderma labreaense. Os isolados obtidos neste
estudo estdo marcados em azul. Os nimeros nas ramificagdes indicam o suporte das ramificagdes
(ML/PP).
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Figura 3. Filograma construido com base no alinhamento dos loci fefl-a e rpb2 de espécies de
Trichoderma estreitamente relacionadas com Trichoderma tapauaense, Trichoderma juburiaense
e Trichoderma madeiraense. Os isolados obtidos neste estudo estio marcados em azul. Os
nimeros nas ramifica¢des indicam o suporte das ramificagdes (ML/PP).
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Figura 4. Filograma construido com base no alinhamento dos loci fefl-a e rpb2 de espécies de
Trichoderma estreitamente relacionadas com Trichoderma submersum. Os isolados obtidos neste
estudo estao marcados em azul. Os nimeros nas ramificagdes indicam o suporte das ramificagdes
(ML/PP).

Taxonomia

Trichoderma madeiraense (TM14) T.F. Sousa, R. Gwinner, G.S. Castro, I.J.S. Silva & G.F. Silva,

Sp. nov.

Etimologia: Refere-se ao rio do qual o tipo foi isolado.

Tipificacio: BRASIL: AMAZONAS. ITACOATIARA, na comunidade ribeirinha da Fazendinha,
07°03'12.7" S 62°51'00.9" W, profundidade de 4 m, sedimentos do rio Madeira, 01 de outubro de

2018, coletado por Jeferson Chagas da Cruz e isolado por Raoni Gwinner, URM xxx (cultura

tipo).

Macromorfologia: Colonias em PDA crescendo a 30°C por sete dias apresentam micélio
algodoado branco com presenga de anéis concéntricos formados por micélia esparsos e alta
conidiogénese no centro da cultura. Colonias em CMD crescendo a 28°C por sete dias apresentam

micélio esparso com baixa conidiogénese e auséncia de formagao de pustulas. Colonias em SNA
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crescendo a 28°C por sete dias apresentam micélio esparso com alta conidiogénese no centro e
nas bordas com formagao de pustulas.

Coniditforos apresentam paredes lisas contendo de 3 a 4 fialides ampuliformes a lageniformes
medindo 3,98-4,48 um (M=4,11 um) % 1,56—1,88 um (M=1,69 um), com presenca de conidios
globosos ou sub-globosos de coloragao verde a marrom, medindo 2,44-3,13 pum (M=2,66 um) %
2,18-2,48 um (M=2,32 um). Presenca de clamidosporos terminais globosos medindo 4,79—-6,42
um (M=5,45 um) x 4,64-6,57 um (M=5,23 um).

Notas: Difere de 7. compactum pela menor extensao das fialides e das estruturas de conidios.
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Figura 5. a Trichoderma madeiraense cultivado em PDA, CMD e SNA por 7 dias. b Conidiéforo.
¢ Conidios. d Clamidosporos intercalares. e Clamidosporos terminais.

Trichoderma labreaense (TM26) T.F. Sousa, R. Gwinner, G.S. Castro, I.J.S. Silva & G.F. Silva,
Sp. nov.

Etymology: Refere-se a localizacao tipo.
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Typification: BRASIL: AMAZONAS. LABREA, S 07°28°22.9 W 065°18°10.1, 0.3 m de
profundidade, de sedimentos do rio Purus, 27 de novembro de 2018, coletado por Jeferson Chagas
da Cruz e isolado por Raoni Gwiner, URM xxx (cultura tipo).

Macromorfologia: Colonias em PDA cultivadas a 30°C por sete dias apresentam micélio
algodonoso branco e alta conidiogénese no centro da cultura. Colonias em CMD cultivadas a 28°C
por sete dias apresentam micélio esparso com baixa conidiogénese e auséncia de formagao de
pustulas. Colonias em SNA cultivadas a 28°C por sete dias apresentam micélio esparso amarelo
com baixa conidiogénese.

Micromorfologia: Conididforos apresentam paredes lisas contendo 2-4 fidlides lageniformes
medindo 7.80-22.01 um (M=12.27 pm) x 1.80-3.32 um (M=2.61 pm) com a presencga de conidios
verdes, globosos a ovoides, medindo 3.59-5.00 pm (M=4.32 pm) x 3.15-4.60 pm (M=3.69 pum).
Presenca de clamidosporos terminais globosos com 9.21-15.00 um (M=11.55 pm) % 8.73—-13.57
pum (M=10.99 um).

Estagio sexual: Nao observado.

Distribuicao: Brasil, Amazonas.

Notas: Difere de Trichoderma virens por ter uma maior comprimento de fialides.
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Figura 6. a Trichoderma labreaense cultivado em meios PDA, CMD e SNA por 7
dias. b Conidi6foro. ¢ Conidios. d, e Clamidésporos.

Trichoderma tapauaense (TM42) T.F. Sousa, R. Gwinner, G.S. Castro, L.J.S. Silva & G.F.
Silva, sp. nov.

Etimologia: Refere-se a localidade-tipo (Tapaud).
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Tipificacao: BRASIL: AMAZONAS. TAPAUA, S 05°24°56.2 W 063°04°55.1, 4 m de
profundidade, a partir de sedimentos do rio Purus, 05 de dezembro de 2018, coletado por Jeferson
Chagas da Cruz e isolado por Raoni Gwinner, URM XXX (cultura ex-tipo).

Macromorfologia: Colonias em PDA cultivadas a 30°C por sete dias apresentam micélios aéreos
amarelos abundantes, com formacao de pustulas e presenca de anéis concéntricos. Coldnias em
CMD cultivadas a 28°C por sete dias exibem micélio esparso amarelado, conidiogénese reduzida,
auséncia de pustulas e extrolitos amarelos difundidos no meio de cultura. Colonias em SNA
cultivadas a 28°C por sete dias apresentam micélio esparso, conidiogénese reduzida e auséncia de
pigmentacao.

Micromorfologia: Conididforos de paredes lisas, contendo 2-4 fialides lageniformes a
ampuliformes, medindo 5,56-13,02 pm (M=8,80 um) % 1,57-3,73 pm (M=2,28 um). Conidios
verde-amarelados, subglobosos a ovodides, medindo 2,96-4,63 pm (M=3,92 pm) x 2,51-3,95
pm (M=3,27 pm). Clamiddésporos ndo observados.

Fase sexual: Nao observada.

Distribuicao: Brasil, Amazonas.

Notas: Difere de Trichoderma afroharzianum pela pigmentagao amarela frequente.
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Figura 7. a Trichoderma tapauaense cultivado em meios PDA, CMD e SNA por 7 dias. b,
¢ Conidiéforo. d Clamidosporos intercalares. e Conidios.

Trichoderma submersum (TMS58) T.F. Sousa, R. Gwinner, G.S. Castro, 1.J.S. Silva & G.F.

Silva, sp. nov.

Etimologia: Refere-se a amostra de sedimento submerso de onde o fungo foi isolado.
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Tipificacdo: BRASIL: AMAZONAS. JURUA, S 03°41°36.4 W 066°11°33.9, 5,5 m de
profundidade, a partir de sedimentos do rio Jurua, 01 de janeiro de 2019, coletado por Thiago

Fernandes Sousa e isolado por Raoni Gwinner.

Macromorfologia: Colonias em PDA cultivadas a 30°C por sete dias apresentam micélios aéreos
abundantes, com alta produ¢do de conidios verdes e amarelos nas bordas. Colonias em CMD
cultivadas a 28°C por sete dias exibem micélio esparso, conidiogénese abundante, anéis
concéntricos, presenga de pustulas principalmente nas bordas e auséncia de pigmentos difundidos
no meio. Colonias em SNA cultivadas a 30°C por sete dias apresentam micélio esparso com anéis
concéntricos bem definidos, conidiogénese abundante e formacgdo de pustulas nas bordas, sem

pigmentacao difusa no meio.

Micromorfologia: Conididforos  verticilados, contendo 6-7 fialides ampuliformes,
medindo 7,06-9,83 um (M=8,75 um) x 1,75-2,92 um (M=2,13 um). Conidios verde-amarelados,
ovoides, medindo 3,57-4,75 um (M=4,16 um) x 2,61-3,47 um (M=2,95 um). Clamidésporos

terminais nao observados.

Notas: Difere de Trichoderma stilbohypoxyli por apresentar conidios e fialides maiores.
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Figura 9. a Trichoderma submersum cultivado em meios PDA, CMD e SNA por 7 dias. b,

¢ Conidioéforo. d Clamidosporo intercalar e conidios. e Conidios.

Trichoderma juburiaense (TM67) T.F. Sousa, R. Gwinner, 1.J.S. Silva, G.S. Castro & G.F. Silva,

Sp. nov.

Etimologia: Refere-se ao tipo de localizacao.
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Tipificacdo: BRASIL: AMAZONAS. CARAUARI, S 05°11°20.4 W 067°13’41.8, na
comunidade ribeirinha Juburid, 2 m de profundidade, a partir de sedimentos do rio Jurud, 23 de

janeiro de 2019, coletado por Thiago Fernandes Sousa e isolado por Raoni Gwinner.

Macromorfologia: As colonias em PDA cultivadas a 30°C por sete dias apresentam micélio aéreo
abundante com coloragdo laranja a vermelha e baixa conidiogénese. As colonias em CMD
cultivadas a 30°C por sete dias apresentam micélio aéreo com baixa conidiogénese, auséncia de
formagdo de pustulas e auséncia de pigmento amarelo difuso no meio de cultura. As colonias em
SNA cultivadas a 30°C por sete dias apresentam micélio esparso com anéis concéntricos bem
definidos, com alta conidiogénese e formacgdo de pustulas nas bordas, auséncia de pigmentos

difusos no meio de cultura.

Micromorfologia: Conidioforos apresentam paredes lisas contendo 2-4 fialides pequenas
ampuliformes ¢ amplamente elipsoides medindo 4,58-8,50 um (M=6,45 um) x 1,41-2,69 um
(M=1,98 um) com a presenga de conidios verdes, sub-globosos a ovoides, medindo 2,64-4,29 uym
(M=3,46 um) x 2,00-3,02 pm (M=2,55 um). Presenca de clamiddsporos terminais globosos com
3,86-8,66 pm (M=5,59 um) x 2,74-6,12 uym (M=4,46 um).

Estagio sexual: Nao observado.

Distribuicao: Brasil, Amazonas.

Notas: Difere de Trichoderma pseudopyramidale por ter conidios maiores e pigmento amarelo a

laranja que se difunde no meio de cultura.
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Figura 9. a. Trichoderma juburiaense cultivada em meio PDA, CMD e SNA por 7 dias. b-c.
Conidio6foro. d. Clamiddsporos intercalares. e. Conidios.

Atividade antagonista de novas espécies de Trichoderma contra diferentes espécies de
fitopatogenos

As novas espécies de Trichoderma demonstraram uma habilidade notavel de inibir o
crescimento micelial de Colletotrichum sphaetianum INPA 2908, com taxas de inibi¢do variando

de 66,98% a 99,96% apo6s 21 dias de incubacdo. Entre todos os fitopatdégenos testados, C.
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sphaetianum foi o mais afetado, com quase todos os isolados de Trichoderma atingindo taxas de
inibicao acima de 98%. A tnica exce¢do foi o TM14, que apresentou a menor inibi¢do, com
66,98%, enquanto o TM26 foi o mais eficaz.

Para Colletotrichum theobromicola INPA 1809, apenas o isolado TM67 superou 94% de

inibicao, destacando-se como o mais eficaz. Em contraste, todos os outros isolados apresentaram
niveis de inibicdo abaixo de 59%, sendo o TM42 o menos eficaz, com 49,67%.
Entre as espécies de Colletotrichum testadas, Colletotrichum siamense Coll2N apresentou os
menores niveis de inibi¢ao, com valores de MGI variando de 33,81% a 49,64%. O TM67 foi o
mais eficaz contra este patdogeno, enquanto o TM42 teve o efeito inibitorio mais fraco. No caso de
Colletotrichum scovillei INPA 2910, os isolados TM48 ¢ TM67 alcancaram taxas de inibi¢cao
acima de 95%, com TMS58 e TM67 atingindo os valores mais altos, 99,61%. A menor inibigdo
para esta espécie foi registrada para o TM 14 (49,64%).
Contra Colletotrichum sp. INPA 2973, TM42 e TM67 exibiram a maior inibi¢do, com valores de
MGI de 94,31%, 94,41% e 95,26%, respectivamente. Os demais isolados apresentaram inibi¢ao
abaixo de 75%, com o TMS58 registrando o valor mais baixo, de 51,66%.
Os isolados de Trichoderma também demonstraram fortes efeitos inibitorios sobre o fitopatdogeno
do arroz Pyricularia oryzae BRM 10.781, com taxas de inibi¢do superiores a 84%. O TM26 foi o
mais eficaz, atingindo 90,69% e 91,44%, respectivamente, enquanto o TM67 apresentou a menor
inibicao (84,32%). Da mesma forma, para Bipolaris oryzae BRM 46676, a inibi¢cdo variou de
66,88% a 94,58%. O TM26 mostrou o maior efeito inibitorio, enquanto o TM14 teve o menor. Os
outros isolados apresentaram taxas de inibi¢do acima de 74,99%.

Quanto a Fusarium fabacearum MCT 10621, a inibi¢ao variou de 54,26% a 77,46%, sendo
o0 TM67 o mais eficaz e 0 TM14 o menos eficaz (74%). Contra Rhizoctonia solani BRM 45111,
os isolados TM26 e¢ TMS5S8 inibiram o crescimento micelial em mais de 58%, com o TM45
mostrando a maior inibig¢do, com 68,05%. O TM67, por outro lado, apresentou o efeito mais fraco,

com uma taxa de inibi¢ao de 26,34%.
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Figura 10. Atividade antagonista in vitro de uma nova espécie de Trichoderma contra nove
fitopatogenos diferentes que infectam culturas de importancia agricola. As barras representam a
média da porcentagem de inibi¢do e as barras de erro mostram o desvio padrdo. Cada cor
corresponde a um isolado diferente de Trichoderma.

Patologia de sementes e avaliagdo de biocontrole utilizando novas espécies de Trichoderma

A andlise das sementes infectadas foi conduzida seguindo as diretrizes do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento - Secretaria de Defesa Agropecudria (Brasil), permitindo a
observagdo e contagem das sementes que apresentaram sintomas ou sinais tipicos de agentes
patogénicos, como esclerotios, estromas e corpos de frutificagdo. A andlise revelou que, sem
tratamento, foram observadas infec¢des de varias espécies fungicas, incluindo Fusarium spp.,
Aspergillus spp., Curvularia spp., Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina, Cladosporium
spp. e Penicillium spp.

O grupo controle ndo tratado apresentou o maior nimero de sementes infectadas para todas
as espécies, sendo Fusarium spp. a infeccao mais alta (22%). Para Aspergillus spp., o tratamento
TM26 mostrou a maior contagem de infeccdes (11%), enquanto os outros tratamentos
apresentaram valores reduzidos, variando de 0 a 2% de sementes naturalmente infectadas. No caso
de Curvularia spp., as infecgdes foram minimas, com apenas 3% de sementes infectadas no grupo
controle e nenhuma infec¢ao observada nos outros tratamentos. Rhizoctonia solani mostrou niveis

de infeccdo muito baixos, com no maximo 2% de sementes infectadas no grupo controle.
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Macrophomina phaseolina apresentou infecgdes com contagens variando de 6% no grupo controle
a 1-3% nos tratamentos como TM26, TM58 e TM67. Cladosporium spp. registrou 7% de sementes
infectadas no grupo controle, mas nenhuma infecg¢ao foi observada nos grupos tratados. Por fim,
Penicillium spp. apresentou 9% de sementes infectadas no grupo controle e infecgdes isoladas no

tratamento TM67, com apenas 3% de sementes infectadas (Figura S2).

Perfil CAZyme

As novas espécies de Trichoderma descritas neste estudo apresentaram perfis enzimaticos
compardveis e, em alguns casos, superiores aos das espécies de Trichoderma previamente
conhecidas e estreitamente relacionadas. Em particular, todos os isolados analisados mostraram
alta abundancia de glicoside hidrolases (GH) associadas a degradagdo da parede celular fingica,
especialmente das familias GH16, GH18 e GH72. Notavelmente, 7. labreaense sp. nov. TM26
apresentou o maior nimero de anotacdes de GH18 (75), enquanto 7' juburiaense sp. nov. TM67
teve a maior contagem para GH16 (76), e T. madeiraense sp. nov. TM 14 registrou o maior nimero
para GH72 (Figura 11).

Reconhecendo a diversidade e a importancia das quitinases GH18, realizamos uma anélise
filogenética detalhada da superfamilia das quitinases GH18 e da superfamilia ChiA. Nossos
resultados revelaram que, dentro da superfamilia das quitinases GHI8, a subfamilia
Hevamine/Xipl/Class III foi a mais dominante, seguida pela subfamilia Zymocin a. Além disso, a
subfamilia GH18 Chitinase D-like foi altamente conservada em todas as espécies analisadas, com
apenas um unico clado detectado. Em contraste, a subfamilia GH18 CTS3 chitinase foi
representada por dois clados distintos, sugerindo uma possivel diversificagdo na funcdo ou
especificidade. Além disso, um clado distinto foi formado por uma proteina contendo um dominio
Zymocin o em 7. madeiraense sp. nov. TM14 e na linhagem Trichoderma gamsii T6085 (Figura
S3).

As enzimas direcionadas a degradacdo da parede celular bacteriana foram detectadas em
menor abundancia (lizossomos) e altamente conservadas, com destaque para as familias GH23,
GH24 e GH25. A familia GH24 manteve valores uniformes entre os isolados, enquanto GH25 nao
apresentou expressdao em TM26.

Para a degradacao de pectina, 7. madeiraense sp. nov. TM14 e T. virens Gv29-8
apresentaram os maiores valores (20 e 18, respectivamente), indicando alternativas potenciais para

a degradacdo deste substrato. Por outro lado, a linhagem 7. gamsii T6085 e T. submersum sp. nov.
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TMS58 apresentaram o menor nimero de proteinas nesta familia (9 e 13, respectivamente). Além
disso, PL7 (Polissacarideo liasa) foi bem representado, com 7. tapauaense sp. nov. TM42 e T.
juburiaense sp. nov. TM67 mostrando os maiores valores para PL7 (8).
A degradagao de celulose foi principalmente impulsionada por enzimas das familias GH3, GH45,
AA9 e AA3. Notavelmente, 7. tapauaense TM42 e T. guizhouense linhagem NJAU 4742 exibiram
o maior nimero de anotagdes de GH45, com 9 e 12 proteinas, respectivamente. A familia AA9 foi
altamente representada em todos os isolados, com valores variando de 23 a 25, destacando seu
papel conservado na quebra de celulose. Para a degradagao de lignina, uma expansao notavel das
familias GH3 e AA3 foi observada, particularmente em TM26 (79 e 77 proteinas,
respectivamente). Além disso, TM42 foi o unico isolado em que mais de uma proteina continha a
composi¢ao do dominio AA3+AA3.

A degradagdo de hemicelulose nas espécies de Trichoderma analisadas foi principalmente
suportada por enzimas das familias GH30, GH36 ¢ GH95. A familia GH36 exibiu a maior
variabilidade, com TM67 apresentando o maior nimero de anotacdes (19), enquanto os outros
isolados variaram de 9 a 18. A familia GH30 foi consistentemente abundante em todos os isolados,
com valores entre 9 e 12, sugerindo um papel conservado na quebra da hemicelulose. De maneira
semelhante, GH95 foi bem representada, com TM26 mostrando a maior contagem (14), seguida
de perto pelos outros isolados, variando de 8 a 14.

Entre as familias menos representadas para a degradagdo de hemicelulose, GH39
apresentou valores mais baixos em todas as espécies, com TM14 mostrando a maior contagem
(4). A familia GH26 foi detectada em alguns isolados, incluindo TM14, TM26 e TM67, com até 2
anotagdes, enquanto estava ausente em outros. Além disso, GH62 foi relativamente conservada
entre os isolados, geralmente com 2 anotagdes, exceto para 1. guizhouense NJAU 4742, que teve
uma contagem mais baixa (1). Uma duplicagdo GH62+GH62 foi identificada exclusivamente em
T virens Gv29-8. Por fim, GH74, uma enzima envolvida na degradagdo de xiloglucano, foi
detectada em niveis baixos, com apenas uma anota¢cdo na maioria dos isolados, enfatizando sua

expansdo limitada nessas espécies de Trichoderma.
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Figura 11. Mapa de calor de CAZyme ordenado pela preferéncia de substrato, com base em 11
isolados diferentes de cinco espécies recentemente descritas neste estudo e cinco espécies
estreitamente relacionadas. GH = Hidrolases de glicosila; AA = Atividade auxiliar; CE = Esterase
de carboidratos; PL = Liases de polissacarideos.

Mineracdo Genomica

O potencial biossintético das espécies de Trichoderma recém-identificadas foi avaliado por
meio de mineracdo genOmica para clusters de genes biossintéticos (BGCs), revelando variagdes
significativas tanto na abundancia quanto na diversidade entre as espécies (Figura 12A-E). As
classes de BGCs mais prevalentes entre todas as linhagens foram a Poliquetide Sintase Tipo I
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(T1PKS) e a Peptideo Sintetase Nao Ribossomal (NRPS), ressaltando seu papel central no
metabolismo secundario. Notavelmente, 7. labraense TM26 apresentou o maior numero de
clusters NRPS (14), sugerindo uma forte capacidade para biossintese de peptideos, enquanto 7.
madeiraense TM14 e T. juburiaense TM67 possuiram o maior nimero de clusters relacionados a
poliquetideos (18).

Além disso, T. submersum TMS58 apresentou um nimero maior de clusters associados a
isocianetos (2), enquanto outras espécies continham apenas um. Entre todas as linhagens
analisadas, T juburiaense TM67 e T. madeiraense TM14 possuiram o maior nimero total de BGCs
(66), enquanto 7. submersum TMS58 teve o menor (44) (Figura 12F).

Uma andlise adicional identificou genes centrais para a biossintese de poliquetideos
macrolideos, incluindo vias semelhantes a produ¢ao de brefelidina A, em 7. madeiraense TM14 ¢
T labraense TM26. A presenga de duas enzimas P450 ndo homologas sugere modificacdes
estruturais distintas, como reagoes de hidroxilagdo (Figura 13A). Em T. juburiaense TM67, todos
os genes biossintéticos necessarios para a producao de verticilina foram detectados, indicando seu
potencial para sintetizar verticilina ou alcaloides epipolitiodioxopiperazinicos estruturalmente
relacionados (Figura 13B).

Clusters responsaveis pela biossintese de harzianopiridona e harziphilona foram
identificados em 7. madeiraense TM14, T. tapauaense TM42 e T. juburiaense TM67 (Figura 13C—
D). Essas espécies, junto com 7. labraense TM26, também continham todos os genes necessarios
para a biossintese de tricolignano (Figura 13E), uma via previamente caracterizada em 7.
harzianum. Além disso, T. labraense TM26 possuia um conjunto completo de genes para
biossintese de chaetoglobosina, assim como aqueles envolvidos na producdo de Illicicolina
(Figura 13F). Notavelmente, essa linhagem apresentou genes ndo homologos codificando enzimas
biossintéticas, como enzimas P450 e acetiltransferases dentro do BGC de Illicicolina, sugerindo
potenciais modificagdes estruturais que podem levar a novos analogos. Detalhes adicionais sobre

as semelhancas de BGCs e anotacdes podem ser encontrados nas tabelas suplementares (S2—-S6).
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Figura 12. Composic¢do de Cluster de Genes Biossintéticos (BGC) nas espécies de Trichoderma.
(A-E) Distribuicao das classes de BGCs identificadas em Trichoderma madeiraense TM14, T.
labraense TM26, T. tapuaense TM42, T. submersum TM58 e T. juburiaense TM67. (F) Contagem
total de BGCs por linhagem.
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Figura 13. Analise de sinergia de clusters de genes biossintéticos (BGCs) associados a compostos
biologicamente ativos identificados no genoma das novas espécies de Trichoderma. (A) Genes
relacionados ao BGC de Brefeldina A (BGC0001141) de Penicillium brefeldianum em
Trichoderma madeiraense TM14 e Trichoderma labraense TM26. (B) Genes relacionados ao
BGC de Verticilina (BGC0001820) de Gliocladium sp. em T. juburiaense TM67. (C) Genes
relacionados ao BGC de Harzianopiridona (BGC0002066) de Trichoderma harzianum em T.
Jjuburiaense TM67 e T. madeiraense TM14. (D) Genes relacionados ao BGC de Harziphilona
(BGC0002206) de Trichoderma guizhouense em T. juburiaense TM67 e T. madeiraense TM14.
(E) Genes relacionados ao BGC de Tricolignano A (BGC0001854) de Trichoderma harzianum em
T juburiaense TM67, T. madeiraense TM14 e T. labraense TM26. (F) Genes relacionados ao BGC
de Chaetoglobosina X (BGC0002546) de Chaetomium globosum em T. labraense TM26. (G)
Genes relacionados ao BGC de Illicicolina H (BGC0002035) de Neonectria sp. em T. labraense
TM26.

Discussao

A bacia amazolnica abrange rios de dguas pretas, brancas e claras; no entanto, todas as
linhagens de Trichoderma foram obtidas de rios de dgua branca (Jurud, Purus e Madeira). Nesses
r10s, a carga de sedimentos € mais abundante (JUNK et al., 1984). Eles recebem grande quantidade
de sedimentos da regido dos Andes e os transportam para o rio Amazonas, que os despeja no
Oceano Atlantico (MCCLAIN e NAIMAN, 2008). Além disso, as amostras foram coletadas no
periodo de aguas altas, quando a microbiota é enriquecida pela biodisponibilidade de substratos

provenientes da extensa "varzea" (planicie de inundacao amazonica) (BENNER et al., 1995).

Entre nossas descobertas, 7. lentiforme foi a espécie mais frequentemente isolada, seguida
por T cyanodichotomus e T. afroharzianum. Até onde sabemos, este estudo relata pela primeira
vez a ocorréncia de 7. cyanodichotomus e T. awajunno Brasil. Na verdade, T.
cyanodichotomus havia sido reportado apenas na China e exibe atividade contra nematoides e
fitopatogenos fungicos (LI et al., 2018; LI et al., 2020), enquanto 7. awajun s6 havia sido
registrado na Argentina. As espécies 7. lentiforme e T. afroharzianum sdo abundantes na América
do Sul tropical, com registros na Coldombia, Argentina, Peru e Brasil (CHAVERRI et al., 2015;
INGLIS et al., 2020; BEZERRA et al., 2021).

E importante destacar que 7. lentiforme foi isolado em todos os sedimentos dos rios
amazonicos estudados neste trabalho. Muitas linhagens de 7. afroharzianum sao reconhecidas por

sua atividade de biocontrole contra diversos fitopatdgenos. Aqui, descrevemos 7. tapauaense sp.
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nov., que formou um clado irmao com 7. afroharzianum e também apresenta potencial como
agente de biocontrole, investigado por meio de atividade antagoénica in vitro contra diferentes

espécies de Colletotrichum.

Curiosamente, as novas espécies 7. itabocaense e T. juburiaense formaram um grupo
irmdo com espécies de Trichoderma consideradas raras devido ao baixo nimero de isolados
reportados, como 7. hainanense ¢ T. pyramidale (CAl ¢ DHRUZININA, 2021). Esses dados
demonstram que os ecossistemas amazonicos podem ser explorados para a obtengao de linhagens

ndo convencionais de Trichoderma e a bioprospec¢do de novos recursos genéticos.

Outros estudos isolaram Trichoderma no bioma amazonico. Na Amazonia colombiana, um
conjunto de 107 linhagens foi identificado por analise filogenética usando o codigo de barras fef1-
a; essas linhagens foram classificadas como 7. harzianum, T. spirale, T. koningiopsis, e uma nova
espécie, T, strigosellum, foi proposta (LOPEZ-QUINTERO et al., 2013). Na Amazonia peruana,
199 isolados foram testados contra Moniliophthora roreri, agente causador da moniliase do
cacaueiro (Theobroma cacao), resultando em linhagens que inibiram o fitopatégeno em 38,99% a
71,9% (LEIVA et al.,, 2020). Além disso, 7. theobromicola (SAMUELS et al., 2006) e T.
amazonicum (CHAVERRI et al., 2011) foram descritos como novas espécies. Na Amazonia
brasileira, as novas espécies I.  ovalisporum (HOLMES et al, 2004) eT
agriamazonicum (SOUSA et al., 2023) foram propostas.

Em relagdo ao potencial antagdnico das novas espécies descritas neste estudo, todas foram
capazes de antagonizar os fitopatdgenos  testados. = Notavelmente, Trichoderma
Jjuburiaense apresentou o melhor desempenho na maioria dos ensaios de cultivo dual e demonstrou
grande potencial micoparasitario ao crescer sobre o fitopatogeno. O antagonismo
por Trichoderma pode ocorrer por meio da produg¢dao de enzimas, metabodlitos secunddrios,

compostos organicos volateis e micoparasitismo (WOO et al., 2022).

As diferengas no conteudo gendmico e nos perfis de CAZimas (enzimas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos) entre as espécies de Trichoderma examinadas, como as anotagdes
elevadas de GH18 em 7. juburiaense e GH16 em T. madeiraense, reforcam a nocao de que a
variacdo genomica desempenha um papel fundamental na diversidade funcional das enzimas
envolvidas na degradagdo de paredes celulares fungicas, um aspecto critico do micoparasitismo e
do potencial de biocontrole das espécies de Trichoderma. Isso esta alinhado com pesquisas

anteriores que sugerem que essa diversidade ¢ essencial para as amplas funcdes ecologicas e
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aplicagoes industriais das espécies de Trichoderma, sendo o micoparasitismo considerado o estilo
de vida ancestral desse género (KUBICEK et al., 2019). As espécies T. gamsii T6085 e T.
submersum sp. nov. TM58 exibiram ntimeros significativamente menores de CAZimas em geral,
especialmente na degradacdo de pectina (9 e 13, respectivamente), sugerindo uma capacidade
reduzida de atuar nesse substrato. Essa diferenca pode refletir uma especializacdo ou adaptagao
especifica relacionada aos tipos de biomassa que essas espécies conseguem degradar

eficientemente.

A ampla representacdo da familia AA9 (variando de 23 a 25 proteinas entre os isolados)
sugere seu papel conservado na degradacao de celulose, uma vez que essa familia é conhecida por
sua participagdo na clivagem oxidativa da celulose, uma etapa essencial em sua quebra. A maior
presenca de GH45, particularmente em 7. tapauaense TM42, refor¢a ainda mais a capacidade
dessa espécie de decompor celulose eficientemente, uma vez que as enzimas GH45 sdo
fundamentais na degradagdo de polissacarideos complexos, como a celulose. Na degradacao de
lignina, foram observadas expansdes notaveis das familias GH3 e AA3, especialmente em T
labreaense TM26. Isso sugere que I. labreaense pode ter uma habilidade especializada para
degradar lignina, um componente altamente complexo e recalcitrante da biomassa vegetal. Além
disso, a presenga unica de mais de uma proteina com a composi¢ao de dominio AA3+AA3 em T.
tapauaense TM42 indica que essa espécie pode ter evoluido mecanismos Unicos para quebrar

lignina e outros polimeros complexos da biomassa vegetal.

Quanto ao potencial biossintético para producao de metabdlitos secundarios, identificamos
clusters associados a compostos bioativos valiosos, incluindo moléculas com atividades antivirais,
antifingicas, antibioticas e citotoxicas. Em particular, o cluster de genes biossintéticos (BGC) para
a producdo de verticilinas foi identificado e caracterizado no genoma de Trichoderma
Jjuburiaense sp. nov. As verticilinas e seus analogos exibem uma ampla gama de atividades
biologicas. Por exemplo, a verticilina G € um potente antibiotico contra Staphylococcus
aureus resistente a meticilina e a quinolonas, com uma concentragado inibitéria minima (MIC) de
3—10 pg/mL (ZHENG et al., 2007). Além disso, novos andlogos baseados em verticilina H foram
testados quanto a atividade anticancerigena, e todos os compostos exibiram valores de IC50 na
faixa nanomolar (AMRINE et al., 2021). At¢ o momento, 27 andlogos de verticilina foram
reportados, sendo os principais produtores fungos da familia Bionectriaceae, especialmente do

género Clonostachys (PIERRE et al., 2024). Curiosamente, nenhuma verticilina havia sido
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reportada em Trichoderma até agora, sugerindo que esse cluster biossintético pode estar silencioso

em condi¢des laboratoriais.

Outro BGC detectado em Trichoderma labreaense sp. nov. foi associado a ilicicolina H.
Essa molécula exibe potente atividade antifingica de amplo espectro, inibindo
eficientemente Candida spp., Aspergillus fumigatus ¢ Cryptococcus spp., com MICs na faixa sub-
ug/mL. Ela atua por um novo modo de a¢ao, inibindo a citocromo bc1 redutase mitocondrial, com
um IC50 de 2-3 ng/mL. Além de suas propriedades antifungicas, seu analogo, ilicicolina J,
demonstrou atividade anti-biofilme contra Staphylococcus aureus, desestabilizando os
exopolissacarideos da matriz do biofilme (TANG et al., 2023). Adicionalmente, 7.
labreaense possui um cluster relacionado a producao de caetoglobosinas, compostos reconhecidos
por suas atividades antifungicas, citotoxicas e por induzir resisténcia em plantas. Caetoglobosina
A (ChA) induz apoptose em células de leucemia linfocitica cronica (CLL), enquanto
cactoglobosina P interfere na polimerizagdo da actina filamentar (KNUDSEN et al., 2014;

PERLATTI et al., 2020).

A identificacio de BGCs para producdo de brefeldina A em T. labreaensee T.
madeiraense destaca o potencial dessas espécies para sintetizar esse macrolideo biologicamente
relevante, conhecido por suas propriedades antivirais, antiflingicas e anticancerigenas
(SEEHAFER et al., 2013; FARIAS et al., 2019). Além disso, 7. juburiaense, T. tapauaense, T.
labreaense e T. madeiraense possuem BGCs previamente caracterizados em outras espécies
de Trichoderma, como os responsaveis pela biossintese de harziphilona, harzianopiridona e
tricholignano A. Esses compostos apresentam atividades antivirais (contra HIV-1 e Zika virus),
citotoxicas e potencial de promogao de crescimento vegetal (QIAN-CUTRONE et al., 1996; BAT-
ERDENE et al., 2020; CHEN et al., 2019).

Conclusao

Este estudo revelou a grande diversidade do género Trichoderma em sedimentos de rios
amazonicos, levando a caracterizagdo de 43 isolados pertencentes a 15 espécies distintas,
incluindo a descricdo de seis novas espécies (7. madeiraense, T. labreaense, T. tapauaense, T.
itabocaense, T. submersum e 1. juburiaense) e o primeiro registro de 7. cyanodichotomus e T.

awajun no Brasil. A ocorréncia generalizada de 7. lentiforme em todos os sedimentos amostrados
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destaca sua adaptabilidade aos ambientes amazonicos. Ensaios antagdnicos in vitro demonstraram
que todas as novas espécies descritas exibem atividade de biocontrole contra importantes
fitopatdgenos, com 7. juburiaense TM67 se destacando por seu forte potencial antagdnico,
inibindo significativamente o crescimento de varias espécies de Colletotrichum e outros
patdégenos como Bipolaris oryzae. A eficicia do biocontrole foi confirmada por meio de ensaios in
vivo em sementes de feijado-caupi naturalmente infectadas, que mostraram reducao substancial na
incidéncia de patdgenos, destacando o potencial de aplicagdo pratica desses isolados na

agricultura.

Analises gendmicas forneceram insights mais profundos sobre o potencial biotecnoldgico
dessas novas espécies. O perfil de CAZimas revelou uma diversidade de enzimas envolvidas na
degradagdo de componentes da parede celular vegetal e fingica, com abundancia notavel de
glicosideo hidrolases das familias GH16, GH18 e GH72, associadas ao micoparasitismo e a
degradacao da parede celular fingica. A alta representacdo de enzimas como AA9 e GH45 suporta
a forte capacidade de degradacao de celulose dessas espécies, enquanto a variabilidade nos perfis

enzimaticos entre os isolados sugere especializacdo ecoldgica e adaptagdo.

A mineracdo gendmica para clusters de genes biossintéticos (BGCs) destacou a
versatilidade metabdlica dessas espécies, revelando sua capacidade de produzir uma ampla gama
de metabolitos secundarios bioativos. Foram identificados BGCs associados a sintese de
compostos como verticilinas, ilicicolinas, caetoglobosinas, harzianopiridona e brefeldina A,
muitos com propriedades antiflingicas, antibacterianas e citotoxicas conhecidas. Notavelmente, 7.
Jjuburiaense TM67 continha o BGC completo para biossintese de verticilinas. 7. labreaense TM26
apresentou BGCs para produgao de ilicicolina H e caetoglobosinas, indicando seu potencial como

fonte de moléculas antiflingicas potentes e farmacologicamente ativas.

Este estudo ressalta o ambiente amazonico como reservatorio de microrganismos com
significativo potencial biotecnologico. Ao integrar analises filogenéticas, morfoldgicas, funcionais
e gendmicas, ndo apenas descrevemos novas espécies de Trichoderma, mas também identificamos
linhagens promissoras para aplica¢cdes em biocontrole e potencial biossintético para producgao de

metabolitos secundarios valiosos.
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CONCLUSAO

A presente tese contribui significativamente para a compreensdo da diversidade e do
potencial biotecnologico do género Trichoderma, especialmente em contextos amazonicos.
Através da caracterizagdo de 43 estirpes isoladas de sedimentos fluviais amazonicos, foram
descritas cinco novas espécies, evidenciando a riqueza bioldgica ainda pouco explorada deste
género na regido. A andlise filogenética e morfoldgica ndo apenas suportou a identificagdo dessas
novas espécies, como também ampliou o conhecimento sobre a distribuigdo e a diversidade de
Trichoderma no Brasil, com destaque para a primeira descri¢do de 7 awajun e T. cyanodichotomus

no pais.

Os ensaios de biocontrole demonstraram a efetividade das espécies de Trichoderma no
controle de patdgenos, com a nova espécie 1. juburiaense se destacando pela potente atividade
antimicrobiana e antifingica. As analises de gendmica revelaram a presenca de clusters génicos
biossintéticos relacionados a produgdo de metabolitos bioativos, como verticilinas, illicicolinas e

harzianopiridona, substancias com atividades antifungicas, antibacterianas e citotoxicas. Além
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disso, a descoberta de novos clusters génicos associados a produgdo de poliquetideos e peptaibois

reforga o valor biotecnoldgico dessas espécies.

O estudo da espécie T. agriamazonicum, isolada de Scleronema micranthum, forneceu uma
nova perspectiva sobre o potencial de Trichoderma para a bioprotecao de culturas agricolas,
demonstrando sua capacidade de inibir o crescimento de fitopatdgenos, tanto por micoparasitismo
quanto pela producao de compostos volateis. A identificagdo de compostos bioativos exclusivos,
como trikoningin KBII e peptaibdis inéditos, evidencia a riqueza metabolica desta nova espécie e

seu potencial em biotecnologia.

Em suma, este trabalho ndo apenas amplia o catdlogo de espécies de Trichoderma com
potencial biotecnologico e biocontrolador, mas também fortalece a ideia de que a biodiversidade
amazoOnica ¢ uma fonte inesgotdvel de novos recursos para a agricultura sustentavel e a
biotecnologia. A descricdo de novas espécies e a identificacdo de compostos bioativos ressaltam
a importancia do género Trichoderma para futuras aplicagdes em biocontrole, biossintese de
produtos naturais e na melhoria da produgdo agricola, promovendo solugdes mais ecoldgicas e

sustentaveis para os desafios agricolas globais.
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