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RESUMO

O género Trichoderma possui mais de 250 espécies aceitas, e € composto por
fungos com alta capacidade de promover o crescimento vegetal, controlar
fitopatdgenos e auxiliar a resisténcia das plantas diante de estresses. Esses
organismos atuam de forma direta, parasitando o hospedeiro, ou indireta, inibindo o
crescimento de fungos fitopatogénicos através da producdo de metabdlitos
secundarios e enzimas hidroliticas. As quitinases, conjunto de enzimas que degradam
a quitina, polissacarideo que estad presente na parede celular dos fungos, estédo
relacionadas aos mecanismos de defesa das plantas, sendo importantes para o
controle de fitopatdbgenos. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
potencial de producao de quitinase por espécies do género Trichoderma, por meio da
guantificacdo de atividade enzimatica durante processo fermentativo. As espécies
utilizadas neste estudo foram Trichoderma aureoviride (URM 5158), Trichoderma
harzianum (URM 6508) e Trichoderma longibrachiatum (URM 6068). Essas cepas
foram gentilmente cedidas pela Micoteca URM do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco. O potencial de producédo de quitinases por
esses fungos foi avaliado por meio da atividade enzimatica em ensaio com
fermentacdo submersa, usando quitina coloidal como fonte de carbono, nos tempos
24, 48, 72 e 96 horas. As quantificagcbes enzimaticas foram feitas em
espectrofotometro a 540 nm, sendo uma unidade de atividade quitinolitica a
guantidade necesséria para formar 1 ymol de N-acetilglicosamina por minuto. O T.
longibrachiatum (URM 6068) exibiu a maior atividade enzimatica (0,55 U/mL) no
tempo de 48 horas de fermentacdo. O T. harzianum (URM 6508) produziu a sua maior
taxa em 72 horas (0,50 U/mL), enquanto o T. aureoviride (URM 5158) atingiu o seu
pico em 48 horas (0,44 U/mL). Apesar da variacdo das atividades enzimaticas entre
as espécies, as estirpes de Trichoderma utilizadas nesta pesquisa apresentaram boa
producao de quitinase, sendo a utilizacdo dessas espécies no controle biolégico uma
alternativa potencial para reduzir o uso de produtos quimicos no manejo de doencas

de plantas.

Palavras-chave: atividade enzimatica, fungos fitopatogénicos, controle biolégico.



ABSTRACT

The genus Trichoderma has more than 250 accepted species, and is composed
of fungi with a high capacity to promote plant growth, control plant pathogens and
assist plant resistance to stress. These organisms act directly, parasitizing the host, or
indirectly, inhibiting the growth of phytopathogenic fungi through the production of
secondary metabolites and hydrolytic enzymes. Chitinases, a set of enzymes that
degrade chitin, a polysaccharide that is present in the cell wall of fungi, are related to
the defense mechanisms of plants, being important for the control of plant pathogens.
Therefore, the present study aimed to evaluate the potential for chitinase production
by species of the genus Trichoderma, through the quantification of enzymatic activity
during the fermentation process. The species used in this study were Trichoderma
aureoviride (URM 5158), Trichoderma harzianum (URM 6508) and Trichoderma
longibrachiatum (URM 6068). These strains were kindly provided by the URM
Mycotheque of the Department of Mycology of the Federal University of Pernambuco.
The potential for production of chitinases by these fungi was evaluated by means of
enzymatic activity in a test with submerged fermentation, using colloidal chitin as a
carbon source, at times 24, 48, 72 and 96 hours. Enzymatic quantifications were made
in a spectrophotometer at 540 nm, with one unit of chitinolytic activity being the amount
needed to form 1 pymol of N-acetylglucosamine per minute. T. longibrachiatum (URM
6068) exhibited the highest enzymatic activity (0.55 U/mL) in the time of 48 hours of
fermentation. T. harzianum (URM 6508) produced its highest rate in 72 hours (0.50
U/mL), while T. aureoviride (URM 5158) reached its peak in 48 hours (0.44 U/mL).
Despite the variation in enzymatic activities among the species, the strains of
Trichoderma used in this research showed good production of chitinase, and the use
of these species in biological control is a potential alternative to reduce the use of

chemicals in the management of plant diseases.

Keywords: enzymatic activity, phytopathogenic fungi, biological control.
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1 INTRODUCAO

Agrotoxicos, defensivos agricolas, pesticidas entre outros, sdo diversas as
denominacbes dadas a o grupo de substancias quimicas utilizadas no controle de
pragas e doencas de plantas (Peres, Moreira e Dubois, 2003). Com o
desenvolvimento da agricultura no século XVIIl, e o0 consequente aumento da
produtividade devido as novas técnicas de cultivo, houve um aumento da incidéncia
de pragas e doencas nas lavouras, em razao da degradacao de habitats para a criagao
de plantacdes e areas de pastagens. Dessa forma, na metade do século XIX, surgiram
0s primeiros estudos cientificos acerca do uso de compostos quimicos, com o intuito
de combater as pragas agricolas (Braibante e Zappe, 2012).

Para Jobim et al. (2010), essas novas tecnologias, apesar de fortalecer o
mercado econdmico, causam danos potenciais ao meio ambiente e a saude humana.
Uma vez introduzidos no ambiente, o risco de contaminacéo do sistema hidrologico é
eminente (Ribeiro e Vieira, 2010). Além disso, alguns de seus residuos podem ser
liberados para a atmosfera, aquiferos ou serem consumidos por seres vivos, por meio
de sua fixacdo no solo (Ribeiro e Vieira, 2010).

Estudos revelam que o contato de trabalhadores rurais com defensivos
agricolas aumenta as chances do surgimento de varios tipos de cancer, distlrbios
hormonais e malformacdes gestacionais (Vasconcelos, 2018). Doll e Peto (apud
Caldas e Souza, 2000) avaliaram que 35% dos casos de cancer na populacdo dos
Estados Unidos tem - como base - a dieta, sendo os pesticidas encontrados nos
alimentos um dos responsaveis.

A busca por alimentos organicos cresce diariamente, fazendo do controle
biolégico uma alternativa importante. Os fungicidas biol6gicos, além de possuirem
maior potencial em comparacdo com o controle quimico (Machado et al., 2012), sdo
fundamentais para a evolugdo da agricultura sustentavel, diminuindo o uso de
agrotoxicos (Morandi e Bettiol, 2009).

O género Trichoderma spp. pertence ao filo Ascomycota, sdo fungos
encontrados em regides temperadas ou de clima tropical, habitando desde madeiras
em decomposicdo a fungos formadores de corpos de frutificagdo macroscopicos,
como cogumelos. Suas colbnias apresentam crescimento rapido, micélio
predominantemente branco revestidas por massas de conidios de coloracéo verde

(Figura 1), permitindo facil identificagdo morfologica a nivel de género (Abreu e
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Pfenning, 2019). Com mais de 250 espécies aceitas, 0 maior nimero dessas sao
compostas por parasitas de fungos macroscopicos e decompositores de madeira
(Druzhinina et al., 2011). Assim, sugere-se que 0 parasitismo e o fato de se
alimentarem de biomassa morta de fungos consista de uma caracteristica ancestral,

associada a maior parte das espécies (Kubicek et al., 2011).

Figura 1 — Morfologia tipica de Trichoderma. Col6nias de Trichoderma em meio de cultura (A e B).

Trichoderma em substrato natural (C).

L) b .
Fonte: Abreu e Medeiros (2019, p. 164).

Algumas linhagens do género que estimulam o crescimento vegetal, sédo
usadas no controle de fitopatogenos e no aumento da resisténcia de plantas a
estresses, em virtude de sua flexibilidade, através do parasitismo, amensalismo e
competicao (Altomare et al., 1999; Harman et al., 2004; Resende et al., 2004; Delgado
et al., 2007; Filho et al., 2008; Louzada et al., 2009; Hoyos-Carvajal, Orduz e Bissett,
2009 apud Machado et al., 2012).

O motivo dessa versatilidade é sua disputa por nutrientes, producdo de
metabdlitos secundarios e enzimas hidroliticas (Sivan e Chet, 1989 apud Ramada,

Lopes e Ulhoa, 2019), como mostra a Figura 2. A alta capacidade de colonizacéo da
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rizosfera de plantas e de muitos outros substratos com diferentes aspectos deve-se a
sua ampla variedade de metabdlitos secundarios (Mukherjee, Horwitz e Kenerley,
2012; O’Brien e Wright, 2011). Além disso, sdo capazes de gerar estruturas de
resisténcia, como clamidésporos e microesclerodios, permitindo sua sobrevivéncia em

condi¢cBes adversas (Monte, Bettiol e Hermosa, 2019).

Figura 2 — Interacéo de Trichoderma spp. (verde) e fitopatdgenos (cinza). Encontro das hifas dos
fungos (A). Metabdlitos (triangulos verdes) produzidos por Trichoderma spp. (B). Resposta do
fitopatégeno (vermelho) devido a acao do Trichoderma spp. (C). Contrarresposta do Trichoderma

spp.: secre¢do de enzimas hidroliticas (azul) (D). Setas indicam a direcao das respostas.

A C

Fonte: Ramada, Lopes e Ulhoa (2019, p. 204).

Os fungos alimentam-se através das hifas, as quais penetram a parede celular
e absorvem os nutrientes dos substratos (Monte, Bettiol e Hermosa, 2019). Para que
substancias com alto peso molecular sejam absorvidas pelos fungos, essas precisam
ser quebradas em moléculas menores. Para isso, os fungos liberam enzimas
extracelulares, como as glucanases, proteases e quitinases (Monte, Bettiol e
Hermosa, 2019).

As quitinases, conjunto de enzimas que degradam a quitina por meio do
rompimento das ligagdes C1 e C4 de N-acetilglicosaminas, estdo relacionadas ao
mecanismo de defesa de plantas, atuando no controle de fitopatégenos (Ribeiro,
2000). Segundo Monte, Bettiol e Hermosa (2019), o género Trichoderma estimula - de
forma sistémica - o mecanismo de defesa diante de ataques de patdégenos, fatores
edaficos e condi¢cdes ambientais adversas, sem a necessidade de contato direto com
0 invasor ou estar sujeita a algum tipo de estresse preexistente, através da producao

de quitinases.
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Segundo Marra et al. (2019), a atuacdo dos metabdlitos de Trichoderma,
isoladamente ou ndo, colaborara para o desenvolvimento de uma nova era de
bioestimulantes e bioprotetores mais adequados e ecologicamente corretos do que 0s
atuais. Com isso, estudos quanto ao controle bioldgico sdo altamente relevantes para

uma mudanca no sistema agricola vigente.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O GENERO Trichoderma

O género Trichoderma foi citado pela primeira vez em 1794, por Persoon,
apresentando apenas uma espécie, Trichoderma viride (Schuster e Schmoll, 2010).
No entanto, em 1969, apds 0 avanco nos mecanismos de identificacdo de espécies,
Rifai realizou a primeira revisdo do género e sugeriu oito novas espécies para 0 grupo,
baseando-se em aspectos morfologicos (Guimarédes e Paz, 2022). Em 2006, existiam
mais de 100 espécies filogeneticamente definidas (Druzhinina et al.,, 2006) e,
atualmente, acredita-se que o género abrange cerca de 300 espécies (Guimaraes e
Paz, 2022).

Alguns fungos do género s&o colonizadores universais, encontrados em
variados ecossistemas de diferentes zonas climaticas (Kubicek, Komon-Zelazowska
e Druzhinina, 2008). A ocorréncia das espécies de Trichoderma depende das
caracteristicas ambientais, como solo, clima, disponibilidade de substratos e das
interagcOes ecologicas (Holyos-Carvajal e Bissett, 2011). O éxito em colonizar seus
habitats reflete na capacidade de secretar metabdlitos secundarios e enzimas
hidroliticas (Schuster e Schmoll, 2010).

Esse grupo de fungos pertence a ordem Hypocreales e familia Hypocreaceae
dentro do filo Ascomycota (Francisco, 2016). As espécies que apresentam fase
sexuada (teleomorfica) séo caracterizadas pela formacéo de ascomas em formato de
péra, com himénio exposto somente por uma abertura chamada de ostiolo,
conhecidos como peritécio (Abreu e Pfenning, 2019). Nos peritécios sao produzidos
ascos contendo ascoOsporos bicelulares, que se dividem e quando maduros sao
liberados (Jaklitsch, 2009). Na fase assexuada (anamorfica), o micélio vegetativo
dispde de estruturas com um eixo central e ramificacbes laterais, chamadas de
conidiéforos (Abreu e Pfenning, 2019), que terminam em uma zona concéntrica de
células conidiogénicas, as fialides (Francisco, 2016). Nas extremidades das fialides
sdo gerados os conidios unicelulares (Figura 3), de aparéncia oval, esférica ou

alongada, com a cor verde na maioria das espécies (Abreu e Pfenning, 2019).
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Figura 3 — Reproducédo assexuada do Trichoderma.

e W Conidios
A L A {esporos)

Conididforos ‘

\ >&=

Hifas

Fonte: Machado et al. (2012, p. 275).

A relagcédo entre Hypocrea e Trichoderma, de teleomorfo e anamorfo, nao foi
aceita por um longo periodo, apesar da estreita ligacdo de H. rufa com T. viride
(Jaklitsch, 2009). Apenas no final da década de 1990, com a utilizacdo do
sequenciamento de genes e andlises filogenéticas (Abreu e Pfenning, 2019), Samuels
et al. (1998) comprovou que varias espécies de Hypocrea compartiiham a mesma
forma teleomorfica, entretanto, possuem fases anamorficas distintas (Jaklitsch, 2009).
Assim, foi possivel a identificacdo dos géneros independentemente do estagio do ciclo
de vida e a confirmacao que esses pertenciam a mesma espécie (Abreu e Pfenning,
2019).

2.1.1 MECANISMOS DE ACAO DO GENERO Trichoderma PARA O CONTROLE DE
FITOPATOGENOS

A dominacdo de um habitat por qualquer organismo depende de sua
capacidade de defesa e potencial para competir (Schuster e Schmoll, 2010).
Trichoderma € um género de fungos altamente oportunistas, encontrados em quase

todos os solos e em diversos ambientes com alta concentracdo de matéria organica,



20

além de ser um avido colonizador da rizosfera de plantas, o tornando um especialista
em competicdo (Monte, Bettiol e Hermosa, 2019).

Como um importante agente de biocontrole, o género utiliza estratégias
incluindo micoparasitismo, concorréncia e antibiose (Sood et al.,, 2020). O
micoparasitismo € um dos principais mecanismos antagbnicos utilizados por
Trichoderma (Sood et al., 2020), e corresponde a interacao direta entre o parasita e o
hospedeiro (Naher et al., 2014). A principio, Trichoderma libera enzimas constitutivas
que, ao entrar em contato com as hifas do fitopatégeno, formam estruturas (peptideos,
por exemplo) que séo identificadas pelo agente de biocontrole (Druzhinina et al.,
2011). Apos esse reconhecimento, as hifas do parasita crescem em direcédo as hifas
do hospedeiro e fixam-se em torno dele, o enroscando e formando apressorios
(Benitez et al., 2004), estruturas que auxiliam as hifas durante a penetracdo no
hospedeiro (Santos, 1996). Em seguida, produzem enzimas hidroliticas que danificam
a parede celular do patdégeno, permitindo o0 acesso ao conteudo citosolico, solucéo de
agua, proteinas, enzimas e outras moléculas, do qual ir4 se alimentar (Benitez et al.,
2004; Mendes, 2019) (Figura 4).

Figura 4 — Etapas do micoparasitismo entre o Trichoderma (T) e um hospedeiro (R). Identificacdo (A);

Fixacao (B); Enovelamento (C); Destruicdo da hifa do hospedeiro (D).

Fonte: Mukherjee et al. (2012).

A concorréncia com outros fungos por espaco e alimento esta vinculada ao
controle biolégico (Vinale et al., 2008). A escassez de nutrientes € a causa mais
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comum de morte de microrganismos (Naher et al., 2014). Uma -caracteristica
importante do género Trichoderma é a sua capacidade de produzir sider6foros em
ambientes com baixas concentracdes de ferro. Essas substancias sdo quelantes
especificos de ferro férrico e altamente eficientes, colaborando para a sobrevivéncia

e melhorando o desempenho do fungo na rizosfera (Figura 5) (Mukherjee et al., 2012).

Figura 5 — Producéo de sideroforos por Trichoderma. Na rizosfera, os sideréforos gerados pelo
Trichoderma, quelam a forma insolavel do ferro (Fe3+) e o converte em sua forma sollvel (Fe2+).

Assim, torna o Fe indisponivel para os fungos fitopatogénicos.

SIDEROPHORE PRODUCED BY TRICHODERMA

SIDEROPHORE CHELATE WITH Fe Il (INSOLUBLE FORM)

Fe 111 1S CONVERTED TO Fe Il (SOLUBLE FORM)

Fonte: Sood et al. (2020, p. 07).

A habilidade de antibiose dos Trichoderma é uma das mais diversas e eficientes
do Reino Fungi (Hermosa et al., 2014 apud Monte, Bettiol e Hermosa, 2019) e esta
comumente associada a acdes de biocontrole (Naher et al., 2014). Esse mecanismo
consiste na producdo de antibiéticos ou compostos organicos, volateis ou ndo, de
baixo peso molecular, que agem sob os fitopatégenos, impedindo o seu crescimento
e reproducdo (Manzar et al., 2022). Essa interacdo é conhecida por atuar em
diferentes espécies de patégenos, como Fusarium, Rhizoctonia, Botrytis,
Stachybotrys, Sclerotinia, Aspergillus, Penicillium, Gaeumannomyces, Colletotrichum,

entre outros (Hermosa et al., 2014 apud Monte, Bettiol e Hermosa, 2019).

2.1.1.1 INTERACOES DO GENERO Trichoderma COM AS PLANTAS

A colonizacéo de plantas por parte do Trichoderma abrange diferentes etapas,
desde o reconhecimento e fixacdo nas raizes até a penetracdo no vegetal (Chen et
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al., 2011). Essa fixacao acontece por meio de pequenas hidrofobinas da parte externa
da parede celular dos vegetais e por expansinas com a capacidade de identificar a
celulose e alterar a morfologia da raiz (Mendoza-Mendoza et al., 2018). A sua
instalacdo no sistema radicular pode ser beneficiada pela acdo das hemiceluloses e
poligalacturonases (Moran-Diez et al., 2009).

Em virtude de sua flexibilidade ao estresse oxidativo, que € uma consequéncia
do mecanismo de defesa das plantas frente a ameacas por patdgenos (Monte, Bettiol
e Hermosa, 2019). O género Trichoderma consegue estabelecer com as plantas uma
relacdo harménica, liberando antioxidantes nas raizes e na parte aérea do vegetal,
estimulando a diminui¢éo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), quando
danoso, e incentivando uma maior resisténcia a outros estresses abidticos (Mastouri,
Bjorkman e Harman, 2012).

Diversas espécies de Trichoderma estabelecem uma relacdo benéfica com as
plantas, ndo apenas sem causar danos, mas as protegendo de fitopatégenos e
estresses ambientais, potencializando o rendimento nas plantagbes de diferentes
sistemas de producéo (Druzhinina et al., 2011; Carrero-Carron et al., 2018). A sua
habilidade ainda se estende no controle de plantas daninhas parasitas, impedindo a
germinacao de suas sementes, inibindo a acéo das estrigolactonas (Boari et al., 2016).

Além disso, isolados de Trichoderma spp. sédo utilizados na promoc¢ao do
crescimento vegetal (Figura 6) que, a principio, foi relacionado ao controle de
microrganismos patogénicos existentes no solo e/ou na rizosfera. Entretanto,
atualmente é considerado que acontece por meio da producdo de hormoénios e

solubilizadores de nutrientes, disponibilizados para o uso das plantas (Lucon, 2009).
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Figura 6 — Promogéo do crescimento vegetal por produto a base de Trichoderma spp.

Trichoderma Controle i==aw=  Trichoderma g

Fonte: Laura Bononi (2020).

2.1.1.2 Trichoderma spp. E METABOLITOS SECUNDARIOS

A palavra “metabdlito” é referente ao produto do metabolismo, um aglomerado
de transformagfes de compostos organicos que fornecem energia ao organismo,
através da acdo de enzimas (Marzzoco e Torres, 2007). Devido a especificidade
dessas enzimas, que criam rotas metabdlicas, essas alteracbes ocorrem em local
adequado, tendo em vista o aproveitamento de nutrientes para suprir as necessidades
da célula (Pereira e Cardoso, 2012). Os metabdlitos primarios, como os carboidratos,
aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos, originados do metabolismo primario, sdo
indispensaveis para o metabolismo secundario, pois vao sintetizar os metabdlitos
secundarios (Delbone e Lando, 2010).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos incluidos em vias de sinalizacgéo,
relacdes simbioticas entre organismos e atividades antibiéticas (Ramada, Lopes e
Ulhoa, 2019; Melo, 2021). Essas moléculas do metabolismo secundario, apesar de
nao serem essenciais no crescimento e desenvolvimento dos fungos, sdo relevantes
na ocupacdo de habitats, tornando vantajosa a colonizacdo do ambiente (Ramada,
Lopes e Ulhoa, 2019). A ampla variedade de hospedeiros que as espécies do género
Trichoderma consegue parasitar deve-se a sua extensa lista de metabdlitos
secundarios (Mukherjee, Horwitz e Kenerley, 2012; O’Brien e Wright, 2011), que
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impedem o crescimento e/ou séo toxicos ao fungo alvo (Ramada, Lopes e Ulhoa,
2019).

A liberacdo de metabdlitos secundarios por espécies de Trichoderma é
primordial para o processo de micoparasitismo, uma vez que esse primeiro contato
com o fitopatdgeno sera o impulso necessario para obter essa resposta (Schirmbéck
et al., 1994; Zeilinger e Omann, 2007 apud Ramada, Lopes e Ulhoa, 2019). Além do
micoparasitismo, algumas substancias produzidas por Trichoderma spp. conseguem
potencializar o funcionamento de plantas hospedeiras (Patil et al., 2016 apud Ramada,
Lopes e Ulhoa, 2019), promovendo o crescimento vegetal e induzindo resisténcia em
plantas (Woo et al., 2006; Woo e Lorito, 2007 apud Ramada, Lopes e Ulhoa, 2019).

As enzimas sao um conjunto de proteinas fundamentais para o funcionamento
do organismo, que agem como catalisadoras de rea¢cdes metabdlicas, decompondo a
matéria organica e deteriorando alimentos (Lehninger, Nelson e Cox, 1995). Existem
diferentes tipos de enzimas (tais como hidrolases, isomerases, ligases), cada uma
com suas fung¢bes especificas. As hidrolases sdo enzimas que catalisam reagfes de
hidrélise, ou seja, quebra de ligacdes quimicas pela adicdo de uma molécula de adgua
(Sant’anna, 2001 apud Giovanini, 2014). Sdo altamente relevantes para os fungos do
género Trichoderma (como, por exemplo, as quitinases), que possui nuUMerosos genes

gue codificam essas enzimas (Monte, Bettiol e Hermosa, 2019).

2.2 QUITINASES E SUAS APLICACOES

As quitinases sdo enzimas hidroliticas responsaveis pela degradacdo das
quitinas, um polimero de N-acetilglicosamina (Moura et al., 2006). Sao produzidas por
diversos organismos, incluindo fungos, bactérias, virus, insetos, mamiferos e plantas
(Karthik et al., 2014). Aqueles que apresentam a quitina em sua composicdo Sao
capazes de sintetizar as quitinases, assim como organismos que a utilizam como fonte
de carbono e nitrogénio em seus processos metabolicos (Baldoni, 2016). Além disso,
também sdo geradas durante a infec¢cdo de um hospedeiro (Baldoni, 2016), como por
fungos endofiticos (Zampieri e Ribeiro, 2005).

Nos fungos, elas possuem funcdes distintas, seja na germinagdo e
diferenciacdo de esporos (Baldoni, 2016), crescimento e ramificacdo das hifas ou
autolise (Karthik et al., 2014). Também sao utilizadas como mecanismo de defesa

contra agentes patogénicos, como no micoparasitismo, principalmente na penetragéo
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das hifas na parede celular do hospedeiro (Duo-Chuan, 2006 apud Baldoni, 2016),
nos artropodes, durante a infeccédo do exoesqueleto (Barros et al., 2010 apud Baldoni,

2016) e nematoides, interrompendo a sua reproducéo (Al-Hazmi e Tarigjaveed, 2016).

2.2.1 PRODUCAO DE QUITINASES POR Trichoderma spp.

As pesquisas envolvendo a producdo e atividade das quitinases por espécies
de Trichoderma acontecem ha bastante tempo, como por Lima et al. (1997). Em seu
trabalho, a capacidade de seis isolados de Trichoderma sp. em produzirem quitinases
foi avaliada e posteriormente comparada a habilidade de producao por Trichoderma
harzianum. ApO6s mais de trés décadas, esses estudos continuam sendo
aperfeicoados. Outra analise feita com T. harzianum contra larvas de Helicoverpa
armigera (Hubner) resultou na mortalidade de mais de 70% dessas larvas e nenhuma
aparicao de adultos (Binod et al., 2007).

A atividade antagonista das quitinases produzidas por Trichoderma foi aplicada
no controle bioldgico do Botrytis cinerea (Pers), conhecido como mofo cinzento (Aoki,
Haga e Suzuki, 2020), patbgeno que causa grandes perdas anuais na agricultura
(Boddy, 2016). A atuacéo das quitinases em folhas de pepino infectadas por B. cinerea
diminuiu a intensidade da doenca (Aoki, Haga e Suzuki, 2020). J& a utilizacdo do
Trichoderma longibrachiatum contra o nematoide Heterodera avenae (Wollenweber)
foi realizada em experimentos in vitro e em casa de vegetacédo (Zhang et al., 2014). In
vitro, mais de 90% dos individuos foram parasitados, enquanto em casa de vegetacéo
o T. longibrachiatum diminuiu significativamente a infec¢cdo do H. avenae em mudas
de trigo (Zhang et al., 2014).

As aplicacdes feitas usando quitinases produzidas por Trichoderma spp. frente
ao ataque de patégenos demonstram seu papel promissor como agente no controle

bioldgico.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de produgdo de quitinase por fungos do género

Trichoderma.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Quantificar a atividade enzimatica da quitinase em meio fermentativo, com a

utilizacdo da quitina coloidal como fonte de carbono.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 OBTENCAO DAS ESPECIES DE Trichoderma

Os isolados de Trichoderma aureoviride, Trichoderma harzianum e
Trichoderma longibrachiatum foram gentilmente cedidas pela Micoteca URM do
Departamento de Micologia do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco (Tabela 1). Os fungos foram repicados para tubos de ensaio contendo
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) acrescido cloranfenicol (50 mg/L). Os
tubos foram incubados a 25°C, em B.O.D, por sete dias, para o desenvolvimento pleno

das culturas.

Tabela 1 — Cepas das espécies de Trichoderma utilizadas.

Cepa Substrato de Isolamento

Trichoderma aureoviride (URM 5158) Argamassa
Trichoderma longibrachiatum (URM
6068)

Trichoderma harzianum (URM 6508) Solo de Sistema Agroflorestal

Sedimento de Manguezal

Fonte: Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco.

4.2 PRODUCAO DA QUITINA COLOIDAL

Para a producéo da quitina coloidal procedeu-se, primeiramente, o preparo da
solucéo estoque, para qual dissolveu-se 5 gramas de quitina em p0, de carapaca de
camardo, em 50 mL de &cido ortofosforico 85%, a 25°C, sob agitacdo constante
durante 2 horas. ApGs a reducdo da temperatura da solucdo para temperatura
ambiente, foram adicionados 500 mL de etanol 95% sob agitagcdo durante trinta
minutos (adaptado de Hsu e Lockwood, 1975).

Apbs os passos anteriores foi realizada a centrifugacdo de 15 mL da solucéo
estoque, a 5.000 rpm, durante quinze minutos. Posteriormente o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 50 mL da solucéo tampéao fosfato de sédio 100mM
de pH 7,0, sendo novamente submetido a centrifugacdo a 5.000 rpm, durante quinze
minutos e descarte do sobrenadante. Esse processo se repetiu por 3 vezes até a

obtencéo da solugcdo com pH 7,0. Apos essa etapa, acrescentou-se 90 mL do mesmo
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tampao, finalizando o preparo da quitina coloidal (adaptado de Hsu e Lockwood,
1975).

4.3 PRODUCAO DE MEIO SELETIVO

O meio seletivo preparado continha 3 g/L™* de NaNO3, 1 g/L* de K2HPO4, 0,5
g/Lt de KCI, 0,5 g/L de MgS04.7H20, 0,01 g/L* de FeSOa, 20 mL de quitina coloidal
e 5 g/L! de sacarose dissolvidos em 1L de agua destilada e pH 7,0 (adaptado de
Waghmare e Ghosh, 2010).

4.4 PADRONIZACAO DO INOCULO

Para a padronizacado do indculo foram adicionados 10 mL de Tween 80 (0,02%)
aos tubos e, posteriormente, foi realizada contagem dos esporos em camara de

Neubauer, com a concentracdo ajustada para 107 esporos por mL.

4.5 PREPARO DA FERMENTACAO SUBMERSA

Da suspensao de esporos ajustada, foi feita a transferéncia de 2 mL para um
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio seletivo e incubados a 150 rpm, a
37°C, por 96 horas. A cada 24 horas, um frasco de cada espécie de fungo foi retirado,
o conteudo nele contido filtrado com auxilio de bomba a vacuo e centrifugado a 12.300
X g por trinta minutos, a 4°C, sendo o sobrenadante coletado o extrato enzimatico
bruto (adaptado de Waghmare e Ghosh, 2010).

4.6 CURVA DE N-ACETIL-D-GLICOSAMINA

Para gerar a curva de N-acetil-D-glicosamina (NAG) (Grafico 1), necessaria
para calcular as atividades enzimaticas. Foram utilizados nove tubos de ensaio
contendo 1 mL de diferentes concentracdes das amostras de NAG (Tabela 2),
completados com 2 mL de dgua destilada e 3 mL da solucdo de &cido dinitrosalicilico
(DNSA). Posteriormente, foram fervidos por 10 minutos, submetidos a banho de gelo
e levados para leitura em espectrofotdmetro a 570 nm (adaptado de Miller, 1959). O
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resultado da analise mostra uma relacdo exponencial entre as concentracdes das

amostras de NAG e a absorbancia, como expressa a Lei de Lambert-Beer (1870).

Gréfico 1 — Curva de N-acetil-D-glicosamina.

Curva Padréo y =0,2892x + 0,3981
Rz = 0,968
3,5
3 2694 2,757
2525
2,5 2,217
o 2,006
g 2
«g 1,645
2
§ 15 1,362
< 0,898
1
0,491
0,5
0
0 2 4 6 8 10
Concentragao
Fonte: Elaborado pela autora (2023).
Tabela 2 — Concentracdes das amostras de N-acetil-D-glicosamina.
Concentragcao (mg/mL) Solugao de NAG (pL) H20 (uL)
0,10 20 980
0,25 50 950
0,50 100 900
0,75 150 850
1,0 200 800
1,5 250 750
2,0 400 600
3,0 600 400
4,0 800 200
5,0 1000 0

4.7 ATIVIDADE

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

ENZIMATICA
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A quantificacdo da atividade quitinolitica foi determinada através da mistura
reacional constituida de 1 mL de quitina coloidal 1% (P/V), 500 pL de tampéao fosfato
de sddio 25mM de pH 7,4 e 500 uL de extrato enzimético bruto (Waghmare e Ghosh,
2010). Ap6s incubar a amostra a 37°C, por trinta minutos, retirou-se 100 uL e
acrescentou-o em 1 mL da solucdo de acido dinitrosalicilico, preparada com 0,1
gramas de DNSA, 30 g de tartarato de sédio e potassio, 1,6 g de hidroxido de sddio e
100 mL de &gua destilada. O conteudo foi levado para banho fervente, a 100°C, por
10 minutos e, seguidamente, colocado em banho de gelo, para interromper a reacao.
Por fim, o experimento foi realizado em triplicata e as determinacfes feitas em
espectrofotometro a 540 nm, sendo uma unidade de atividade quitinolitica a
quantidade necessaria para formar 1 pmol de N-acetilglicosamina por minuto
(Waghmare e Ghosh, 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE QUITINOLITICA

Foi realizada a quantificagédo da atividade enzimética dos isolados Trichoderma
aureoviride (URM 5158), Trichoderma harzianum (URM 6508) e Trichoderma
longibrachiatum (URM 6068), no qual todas apresentaram producdo de quitinase,
variando de 0,41 a 0,55 U/mL durante 96 horas do processo fermentativo (Tabela 3).
Trichoderma longibrachiatum (URM 6068) exibiu a maior atividade enzimatica (0,55
U/mL) em 48 horas, enquanto Trichoderma aureoviride (URM 5158) a menor (0,41
U/mL) em 96 horas. O fator tempo foi significativo na producéo das enzimas por todas
as espécies de fungo testadas. As culturas fangicas submetidas a 48 e 72 horas de
fermentacdo apresentaram a maior atividade enzimatica. Observa-se que houve uma
diferenca significativa no que diz respeito a variacdo do tempo de fermentacéo,
especialmente em relacdo a amostra URM 6068, que teve uma variacdo de 0,08 U/mL
entre 24 e 48 horas. Trichoderma harzianum (URM 6508) produziu sua maior atividade
em 72 horas de incubacéo (0,50 U/mL), enquanto que a amostra URM 5158 atingiu o
seu pico em 48 horas (0,44 U/mL), com todas as espécies apresentando queda

continua nas suas atividades depois do seu maximo.

Tabela 3 — Atividade quitinolitica das espécies de Trichoderma.

Atividade enzimatica por tempo de fermentacao (U/mL)

Cepa 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Trichoderma

aureoviride 0,43 0,44 0,42 0,41
(URM 5158)

Trichoderma

longibrachiatum 0,47 0,55 0,53 0,46
(URM 6068)

Trichoderma
harzianum 0,47 0,44 0,50 0,47

(URM 6508)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A avaliacédo do potencial de producéo de quitinase por cepas de Trichoderma é
altamente relevante, uma vez que essas enzimas possuem inumeros papéis para o

género, incluindo defesa, quebra e absorcdo de nutrientes, destruicdo e



32

transformacao da parede celular e patogénese (Rathore e Gupta, 2015). A utilizac&o
da quitina na producéo de quitinase aumenta em grande propor¢ao o seu rendimento
(Karthik et al., 2014). Em Sandhya et al. (2004) e Sharaf (2005), a concentracao de
quitina entre 1 e 1,5% aumentou consideravelmente a producdo de quitinase, €
possivel que a concentracao de quitina tenha influenciado o presente estudo. O tempo
de fermentacao também interfere na producédo enzimatica, de modo que ela aumenta
até determinado nivel, em um certo periodo de tempo, e diminui logo apés, o que
justifica o decréscimo das atividades das linhagens selecionadas. O esgotamento de
nutrientes no meio fermentativo pode ser o principal motivo para a queda na producao
(Karthik et al., 2014).

Em pesquisas semelhantes, o género Trichoderma também apresentou
producdo de quitinase. Bomfim et al. (2021) observaram uma média de atividade
enzimatica do Trichoderma longibrachiatum, em 96 horas, de 1,99 U/mL. Silva (2015)
registrou diferentes valores de atividades de cepas de Trichoderma aureoviride,
variando de 1,95 a 6,70 U/mLt. No mesmo estudo, isolados de Trichoderma
harzianum exibiram médias de 2,70, 4,40 e 4,53 U/mL:. Uma Unica estirpe de
Trichoderma longibrachiatum, que foi avaliada no mesmo trabalho, exibiu resultado
de 5,55 U/mLL. Os isolados utilizados nessas analises também foram cedidos pela
Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco.

A espécie Trichoderma aureoviride tem sido cada vez mais utilizada em
estudos envolvendo a podridao radicular da mandioca, causada por Fusarium solani
(Bandyopadhyay et al., 2006; Silva, 2015; Silva et al., 2021). Silva (2015), ao comparar
dez estirpes de Trichoderma, observou que T. aureoviride foi o0 mais eficiente produtor
de quitinase. Em pesquisa similar, foi avaliado o efeito do biocarvéo e do T. aureoviride
no combate a podridao radicular da mandioca, onde exp6s que o uso do T. aureoviride
aumentou a atividade de enzimas do solo, dando maior resisténcia a mandioca contra
o F. solani (Silva et al., 2021).

Trichoderma longibrachiatum demonstrou, em estudo recente, aumentar a
tolerancia de mudas de trigo diante estresse salino, além de serem resistentes ao
Fusarium pseudograminearum (Boamah et al., 2021).

Isolados de Trichoderma harzianum interromperam a reprodu¢éo do nematoide
Meloidogyne javanica e estimularam o desenvolvimento de tomateiros (Al-Hazmi e
Tarigjaveed, 2016), planta de grande importancia econémica e social no Brasil (Silva,
2020).
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Essas espécies de Trichoderma também sdo usadas na composicao de
inimeros produtos comerciais, como o0 agroderma, biofungicida que tem o
Trichoderma harzianum como ingrediente ativo e € utilizado contra diversos
patébgenos em variadas culturas (Bettiol et al., 2019). O Trichoderma longibrachiatum,
acompanhado pelo T. harzianum e pelo Trichoderma viride, no fungicida biolégico 3
TAC, atuam contra tombamento, podriddes radiculares, manchas foliares, entre outros
em culturas de alface, uva, tomate, morango, maca etc. (Bettiol et al., 2019).

Assim, o presente trabalho ressalta a importancia de se estudar novas
alternativas frente ao ataque de patégenos em diversos cultivos e da necessidade de
conservacao e criacao de colecdes de culturas para o avanco da ciéncia no Brasil e

no mundo.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo observamos producao de quitinase pelos isolados estudados, 0
que pode sugerir que essas trés espécies Trichoderma aureoviride, Trichoderma
harzianum e Trichoderma longibrachiatum séo boas produtoras de quitinase e podem
servir como base para mais estudos de producao quitinolitica e contribuir com usos
alternativos para a agricultura. Além disso, € notorio que a conservagao de fungos em
colecdes de culturas é de extrema importancia para o desenvolvimento de estudos

cientificos.
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