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RESUMO: O objetivo deste estudo foi isolar cepas de Trichoderma sp. de irea de mata e
verificar seu potencial de controle direto sobre o crescimento micelial de Fusarium sp. e a sintese
e producio da mitotoxina desoxinivalenol (DON). A metodologia empregada incluiu o
isolamento de Fusarium sp. (isolados TR o1, 69 e 89) e de Trichoderma sp. de 4rea de mata,
préximo de raizes de Araucaria angustifolia. Em seguida, foi realizado o teste de confronto de
crescimento micelial entre os microrganismos. Apds sete e 15 dias de avaliacdo, o DNA do
Fusarium sp. foi extraido e a sintese de DON foi analisada por meio da técnica de reacio em
cadeia da polimerase (PCR). Os resultados indicaram que as cepas de Trichoderma sp.
apresentaram elevado potencial no controle direto sobre o Fusarium sp. e na reducio da sintese
de DON. Conclui-se que o Trichoderma sp. é um agente em potencial para o controle biolégico
de fitopatégenos, com eficicia dependente da cepa do antagonista e da sensibilidade do

patégeno.
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ABSTRACT: This study aimed to isolate Trichoderma sp. strains from forest areas and
evaluate their potential for direct control over the mycelial growth of Fusarium sp. and the
synthesis of the mycotoxin deoxynivalenol (DON). The objective was to assess the
effectiveness of these strains in combating the phytopathogen, as well as identify toxin
production. The methodology involved isolating Fusarium sp. (isolates TR o1, 69, and 89) and
Trichoderma sp. from a forest area near Araucaria angustifolia roots. A mycelial growth
confrontation test was then conducted between the microorganisms. After seven and fifteen
days of evaluation, Fusarium sp. DNA was extracted, and DON synthesis was analyzed using
polymerase chain reaction (PCR). The results indicated that the Trichoderma sp. strains
demonstrated significant potential in directly controlling Fusarium sp. and reducing DON
synthesis. It was concluded that Trichoderma sp. is a promising agent for biological control of
phytopathogens, with effectiveness dependent on the antagonist strain and the sensitivity of

the pathogen.
Keywords: Antagonist. Pathogen. Molecular biology.

RESUMEN: Este articulo tuvo como objetivo aislar cepas de Trichoderma sp. de 4reas de bosque
y verificar su potencial de control directo sobre el crecimiento micelial de Fusarium sp. y la
sintesis de la micotoxina deoxinivalenol (DON). La investigacién buscé evaluar la eficacia de
estas cepas en el combate al fitopatégeno, ademés de identificar la produccién de la toxina. La
metodologia empleada incluyé el aislamiento de Fusarium sp. (aislados TR o1, 69 y 89) y de
Trichoderma sp. de 4reas de bosque, cercanas a raices de Araucaria angustifolia. Posteriormente,
se realizé la prueba de confrontacién de crecimiento micelial entre los microorganismos.
Después de siete y quince dias de evaluacidn, se extrajo el ADN de Fusarium sp. y se analizé la
sintesis de DON mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los
resultados indicaron que las cepas de Trichoderma sp. mostraron un elevado potencial de control
directo sobre Fusarium sp. y en la reduccién de la sintesis de DON. Se concluyé que Trichoderma
sp. es un agente prometedor para el control bioldgico de fitopatégenos, con eficacia dependiente
de la cepa del antagonista y de la sensibilidad del patégeno.

Palabras clave: Antagonista. Patégeno. Biologia molecular.
INTRODUCAO

O controle biolégico de doengas tem sido amplamente adotado nos tltimos anos com o
intuito de reduzir e/ou eliminar o uso de defensivos quimicos. Nesse contexto, o manejo
integrado de doencas em plantas busca aplicar estratégias que diminuam a intensidade das
enfermidades, garantindo a manutengio ou o aumento do potencial produtivo (GABARDO et
al., 2020).

Uma das principais estratégias consiste na aplicacdo de microrganismos vivos com
capacidade de controlar fitopatégenos (THAMBUGALA et al., 2020). Dentre esses
organismos, destacam-se os fungos filamentosos do filo Ascomycota, especialmente as espécies

do género Trichoderma, que possuem mecanismos diretos de biocontrole, como produgio de
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enzimas degradadoras da parede celular, sintese de antibidticos, competi¢io por espaco e
nutrientes, além de interagdes parasitirias com o patégeno (GHORBANPOUR et al., 2018;
TYSKIEWICZ et al., 2022).

Esses processos promovem efeitos antagonistas capazes de reduzir o inéculo de fungos
fitopatogénicos. Entre os patégenos de destaque estd o Fusarium sp., cuja eficicia de controle
depende da cepa de Trichoderma, seus modos de acdo e a interagio com microrganismos e
plantas (KUMARI et al., 2024). Estudos apontam que a sintese de 4cido hexadecenéico por
cepas antagonistas contribui  positivamente para o controle de patégenos
(STRACQUADANIO et al., 2020).

Outro fator relevante relacionado ao uso de Trichoderma sp. é sua capacidade de
metabolizar compostos que resultam na reducio da produgio de micotoxinas, como os
tricotecenos do tipo B, especialmente a desoxinivalenol (DON) (BLASZCZYK et al., 2023). A
presenca dessas toxinas representa risco a saide humana e animal, devido a sua alta toxicidade
em células eucaridticas, inibi¢do da sintese proteica, indu¢do de danos oxidativos e interrupgdo
da producio de 4cidos nucleicos, levando & apoptose (NESIC et al., 2021).

Nesse sentido, a deteccdo eficiente dessas micotoxinas torna-se fundamental. A técnica
de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) pode ser utilizada para detectar genes associados
biossintese de tricotecenos, como os produzidos por Fusarium (LEE et al., 2005; QUARTA et
al., 2006).

Diante desse panorama, este trabalho tem como objetivo isolar cepas de Trichoderma sp.
oriundas de dreas de mata e verificar seu efeito como antagonista no controle de Fusarium sp. e

na sintese da micotoxina DON, utilizando a técnica de PCR.

METODOS

Espigas de trigo e cevada com sintomas de Giberela foram coletadas nos campos
experimentais da Fundagio Agréiria de Pesquisa Agropecuiria (FAPA) e encaminhadas ao
Laboratério de Controle Biolégico e Biologia Molecular da institui¢do. Apds a coleta, as
amostras foram acondicionadas em cimara imida para induzir a esporulagio do patégeno, que
foi isolado em meio BDA (batata-dextrose-agar). Apés sete dias, as colénias de Fusarium sp.
foram repicadas e, quando apresentaram aspecto homogéneo, foram identificadas

morfologicamente.
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Em seguida, o patégeno foi inoculado em frascos de Erlenmeyer contendo arroz
autoclavado (1:1). Apds o crescimento, cerca de 5 g do material foram embalados em gaze,
amarrados com eldstico e utilizados como “iscas” para Trichoderma sp. As iscas foram
distribuidas em 4reas de mata préximas as raizes de Araucaria angustifolia. Apés 10 dias, foram
coletadas e levadas ao laboratdério, onde foram isoladas coldénias com caracteristicas
morfolégicas de Trichoderma, totalizando 13 isolados codificados como FAPTRICHAu21 até
FAPTRICHA102.

Foram preparadas suspensdes de esporos de cada isolado, inoculadas em meio AA (4gua-
dgar). Apds 24 horas, um conidio de cada isolado foi transferido para BDA, obtendo-se colénias
monospéricas. Quando o crescimento foi completo, a identificacgio baseou-se nas
caracteristicas morfolégicas dos conidios e conidiéforos. Posteriormente, realizou-se o ensaio
de confronto com Fusarium sp. (isolados TR o1, 69 e 89) em placas de Petri com meio BDA,
inoculando-se discos de 1 cm de cada fungo em lados opostos. O crescimento micelial foi
avaliado apés sete e quinze dias.

Ao final, realizou-se a extracio de DNA das coldénias de Fusarium utilizando o kit de
extragio de DNA/RNA da Loccus. A extragio foi automatizada com o equipamento Extracta
32 e o protocolo MPTAGPo16. A concentracio foi ajustada para 20 ng/uL, e seguiu-se a PCR
convencional com 25 uL de DreamTaq Master Mix (2X) (Thermo Fisher), 2 uL de cada primer
do gene Trir3 (Tri3F e TrizDONR), 1 uL. de DNA, em volume final de 50 uL (CHANDLER
et al., 2003). A amplificacdo foi conduzida em termociclador Veriti, com etapas especificas de
desnaturacio, anelamento e extensio (SCOZ et al., 2009).

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 20, e o produto da PCR visualizado em
transluminador L-Pix, com amplicon identificado em 182 pb. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com 13 tratamentos e quatro repeti¢des. Os dados foram

submetidos a analise de variincia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%, utilizando

o software Sisvar versio 5.6 (FERREIRA, 2019).

RESULTADOS

De acordo com os resultados, verificou-se que os isolados FAPTRICHA32,

FAPTRICHA 4201, FAPTRICHA 4203, FAPTRICHA72, FAPTRICHAg, FAPTRICHAJgro1,
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FAPTRICHAg102 e FAPTRICHA1101 apresentaram crescimento 20 médio de 83,4% das cepas

de Trichoderma sp. no teste de confronto com Fusarium sp. isolado TR o1 (Figura 1, A e B).

Figura 1: Crescimento micelial (A) e porcentagem de inibicdo do crescimento (B) de Fusarium sp. isolado TR o1,
em teste de confronto com cepas de Trichoderma sp.
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Fonte: GARCIA C, et al., 202s.

Com relagio ao isolado 69 de Fusarium sp. no teste de confronto com cepas de
Trichoderma sp. pode-se observar que somente FAPTRICHA2r e FAPTRICHAmor
apresentaram crescimento médio de 85%, as demais foram 100 %. Destaca-se que essas cepas

impediram o crescimento de Fusarium sp. inibindo totalmente o crescimento micelial (Figura

2, A e B).
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Figura 2: Crescimento micelial (A) e porcentagem de inibicio de crescimento (B) de Fusarium sp. isolado 69, em

teste de confronto com cepas de Trichoderma sp.
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Fonte: GARCIA C, et al., 2025.

Nos resultados referentes ao isolado 89 de Fusarium sp., ressalta-se que a cepa
FAPTRICHAZ21 nio apresentou crescimento micelial. Destaca-se que as FAPTRICHA3z2,
FAPTRICHA01 e FAPTRICHAIO2, apresentaram crescimento médio de 789 no teste de
confronto, j4 as FAPTRICHA 4203, FAPTRICHA72, FAPTRICHAg101 e FAPTRICHAQg103
esse percentual foi de, aproximadamente 95, respectivamente. Ressalta-se que FAPTRICHAg

impediu 100% do crescimento micelial do patégeno (Figura 3, A e B).
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Figura 3: Crescimento micelial (A) e porcentagem de inibi¢io de crescimento (B) de Fusarium sp. isolado 89, em
teste de confronto com cepas de Trichoderma sp.
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Fonte: GARCIA C, et al., 2025.

Cepas de Trichoderma sp. possuem hifas com capacidade de se envolver ou penetrar em
micélios de patégenos como Fusarium sp, impedindo o crescimento e desenvolvimento
(MODRZEWSKA et al., 2022). Esse micoparasitismo é mediado pela sintese de enzimas que
degradam a parede celular, sendo um mecanismo chave de biocontrole (HALIFU et al., 2020).
Além dessa propriedade antagbnica, essas cepas apresentam antibiose e competem
agressivamente com espécies de Fusarium sp., principalmente por nutrientes (RAJANT et al.,
2021; HEWEDY et al., 2020). Isolados de Trichoderma sp. podem sintetizar metabédlitos como
aminodacidos, gliotoxinas, antraquinonas, pironas, fomalona e 4cido harziinico que limitam o

crescimento de Fusarium sp. patogénicos, devido a severo estresse oxidativo no patdgeno

(MIRONENKA et al. 2021, TYSKIEWICZ et a.; 2022).

Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacio. Sao Paulo, v. 11, n. 6, jun. 2025.
ISSN: 2675-3375

39



. Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacao — REASE

Essa capacidade estd na producio desses metabdlitos que podem ser ou nio volateis,
podendo desencadear efeito inibitério em Fusarium sp. (CHACON et al., 2025). Essas
moléculas liberadas no meio de cultura promovem a¢io antimicrobiana, permitindo assim
identificar cepas com potencial biocontrole.

Ressalta-se que diferentes isolados podem sintetizar metabdlitos em distintas
concentracdes, o que resulta em diversos comportamentos de controle (MORALIS et al., 2022).
Esses diferentes resultados de biocontrole denotam que cepas de Trichoderma sp. apresentam
diversos metabdlitos secundirios que podem ser promissores no biocontrole de patégenos de
plantas. Apresentando particularidades de efeitos diretos em patégenos especificos e também
sobre as plantas, podendo afetar vias de defesas com distintas bioatividades (OBAIAH et al.,
2020).

Com relacdo a anélise molecular, verificou-se que TRo1, somente com 15 dias de contato
dos isolados de Trichoderma sp. com o Fusarium sp. teve inibi¢do do genétipo de micotoxina
desoxinevalenol (DON) pelas cepas FAPTRICHA72 (5) e FAPTRICHAg (6) (Figura 4, A e
B).

O isolado 69 teve inibicdo do genétipo de DON em contato com as cepas
FAPTRICHAGgro1 (9), FAPTRICHAO9102 (10), FAPTRICHA101 (12) e FAPTRICHAT1102 (13)
de Trichoderma sp. em sete dias de contato no teste de confronto (Figura 5, A). Passados os 15
dias, verificou-se que as cepas FAPTRICHA 4201 (3), FAPTRICHA 4203 (4), FAPTRICHA71
(s5), FAPTRICHAg9 (7), FAPTRICHAg101 (9), FAPTRICHAQg102 (10), FAPTRICHAT101 (12)
e FAPTRICHAI102 (13), também proporcionaram esse mesmo efeito (Figura 4, C e D).

Para o genétipo de DON analisado no 89 nio foi verificado efeito de inibi¢io em
nenhum dos periodos avaliado (Figura 4, E e F).

Figura 4: Produto da PCR (Reagio em Cadeia da Polimerase) para gendtipo de
micotoxina DON (Desoxinivalenol) sintetizados por Fusarium sp. (TR o1(A e B), 69 (C e D)
e 89 (E e F) em contato com cepas de Trichoderma sp., sendo FAPTRICHA32 (1),
FAPTRICHA4201 (2), FAPTRICHA4203 (3), FAPTRICHA71 (4), FAPTRICHA72 (s),
FAPTRICHAg (6), FAPTRICHAg: (), FAPTRICHAgror (8), FAPTRICHAg102 (o),
FAPTRICHA203 (10), FAPTRICHATI101 (11) e FAPTRICHA02 (12) por sete (A) e 15 dias

(B).
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Analisando os resultados de PCR, observa-se diferencas entre as cepas de Trichoderma
sp. em relacdo aos isolados de Fusarium sp. Destaca-se que somente o 69 apresentou efeito de
inibi¢do do gendtipo de DON em sete e 15 dias de contato de acordo com o teste de confronto.
O TR o1 com mais tempo e o 89 ndo obteve nenhum dos resultados (Tabela 1).

Tabela 1: Resumo da inibigdo do genétipo de Desoxinivalenol (DON) de Fusarium sp.
isolados TR o1, 69 e 89 em contato com as cepas de Trichoderma sp., FAPTRICHA21(1),
FAPTRICHA32 (2), FAPTRICHA4201 (3), FAPTRICHA4203 (4), FAPTRICHA71 (5),
FAPTRICHA72 (6), FAPTRICHAg9 (7), FAPTRICHAg: (8), FAPTRICHAg1o1 (9),
FAPTRICHAQg102 (10), FAPTRICHA9203 (11), FAPTRICHA01 (12) e FAPTRICHAT102 (13)

por sete e 15 dias.
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Isolado de Isolado de Isolado de

Fusarium  pucariumsp.  Fusarium sp.
sp. TR 01 . o

Cepas de Trichodermasp. Sete 15  Sete 15 Sete 15
dias dias dias dias dias dias
FAPTRICHAZ1(1) - - - - - _
FAPTRICHAZ3Z2 (2) - - - - - -
FAFTRICHA4201 (3) - - - X - -
FAPTRICHA4203 (4) - - - X - -
FAPTRICHAT1 (5) - - - X - -
FAPTRICHATZ (6) - - - - - -
FAPTRICHAS9 (7) - - - X - -
FAPTRICHAS1T (8) - - - - - -
FAPTRICHAS101 (9) - X X X - -
FAPTRICHAS102 (10) - X X X - -
FAPTRICHAS203 (11) - - - - - -
FAPTRICHA1101 (12) - X X X - -
FAPTRICHA1102 (13) - X X X - -

Fonte: GARCIA C, et al., 202s.

A inibi¢do de DON, provavelmente estd relacionada com a redugdo do crescimento
micelial de Fusarium sp. e/ou pela interferéncia das vias metabdlicas entre esse patégeno e o
Trichoderma sp. (MIRONENKA et al., 2021). Essa redugio 29 depende de cepas de Trichoderma
sp. que podem reduzir a biossintese de DON entre 729% e 100 % (BLASZCZYK et al., 2017).

Metabdlitos liberados por Trichoderma sp. também desencadeiam mudangas fisioldgicas
a nivel molecular em Fusarium sp. (MIRONENKA et al., 2021). Fato que depende das espécies
analisadas e das cepas, que diferem na sintese de moléculas de acordo com a presenca de
patégenos. Estudos metabolémicos evidenciam a presenca de metabdlitos produzidos por
Trichoderma sp., somente em contato com Fusarium sp. (TIAN et al., 2018).

Em teste antagdnico, também foi relatado a capacidade de Trichoderma sp. em promover
alteracio na transcri¢cdo génica, interferindo na regulacdo negativa de genes que codificam

enzimas transportadoras de {os e/ou metabélitos (OZKALE et al., 2023). Dentre esses genes
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estdo os essenciais para a sintese de DON, como os tri4 e tri5, que podem ter interferéncia desse
antagonista (SATYANARAYANA et al., 2019). O que, deve ter proporcionado nos resultados
obtidos no presente estudo, que depende da cepa de ambos os microrganismos e do tempo de
contato para proporcionar ou nio a inibi¢io génica de sintese de DON.

De acordo com a cepa de Trichoderma sp. pode apresentar a capacidade de desintoxicar
tricotecenos, como DON, por via de glicosilagio (Modrzewska et al., 2024). Metabélitos
secundérios bioativos secretados por esse microrganismos podem ser liberados em contato com
patégeno que inibem a sintese de micotoxinas, como icidos orginicos que podem interferir no
pH do meio que ir4 afetar negativamente a biossintese de DON (MADBOULY et al., 2023).

Outro fato que pode interferir na sintese de micotoxinas é o estresse oxidativo que o
Trichoderma sp. desencadeia no Fusarium sp., que resulta na ativagdo de mecanismos de defesa
do patégeno. Esse processo, pode contribuir com a elevagio da biossintese de DON (VOIGT
et al., 2007) e/ou promover a biotransformacio desta mitocoxina, em determinadas cepas de
patégenos, demonstrando apresentar especificagdes de acordo com o microrganismos analisado
(TIAN et al., 2018). Resultados que se assemelham aos obtidos de acordo com os isolados de

Fusarium sp. e as cepas de Trichoderma sp. (Tabela 1).

CONCLUSAO

Diante do contexto atual da agricultura sustentdvel, o uso de Trichoderma sp. como
agente biocontrolador representa uma alternativa vidvel e promissora para reduzir a
contaminac¢io de grios por fitopatégenos e micotoxinas. Estudos futuros devem explorar
anélises metaboldémicas e transcriptdmicas mais aprofundadas, visando compreender os
mecanismos moleculares envolvidos na interagio antagonista, além de avaliar o desempenho

dessas cepas em condicdes de campo.
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