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RESUMO

Vdrias espécies de Trichoderma sao reconhecidamente capazes de estabelecer
interacdes benéficas com as plantas. Essas interacGes sdo complexas e envolvem di-
ferentes mecanismos e modos de a¢do que podem atuar individualmente ou em con-
junto. A produgao de metabdlitos secundarios, entre os quais, compostos organicos
volateis (COVs) esta implicada nessas interacdes e centenas desses compostos foram
detectados e caracterizados. Metodologias para avaliar o papel dos COVs de Tricho-
derma no controle biolégico e na promogao de crescimento de plantas sdo algumas
das dificuldades para os estudos no tema. Essa revisdo apresenta uma sumarizagdo
de avangos nos conhecimentos dos COVs de Trichoderma e metodologias/adaptac¢des
para avaliar os efeitos desses compostos na sele¢ao de linhagens para o controle bio-
l6gico. A acdo desses COVs é mencionada principalmente para Sclerotinia sclerotio-
rum, um destrutivo patégeno da agricultura mundial. Além disso, nesta revisao, sao
apresentadas possiveis classes quimicas e COVs isolados que possuem capacidade de
promover o crescimento de plantas.
PALAVRAS-CHAVE: Controle Biolégico, Sclerotinia sclerotiorum, Fungo antagonista,
Metabdlitos secundarios.

Trichoderma: 1TS =~ ABSTRACT
INTERACTIONS Several Trichoderma species are known to be able to establish beneficial in-
AND A teractions with plants. These interactions are complex and involve different mech-

METHODOLOGICAL anisms and modes of action that can act individually or together. The production
APPROACH APPLIED of secondary metabolites, including volatile organic compounds (VOCs) is involved
TO THE STUDY OF in these interactions and these compounds have been detected and characterized.
VOLATILE ORGANIC Methodologies to evaluate the role of VOCs from Trichoderma in the biological con-
COMPOUNDS TO trol and in the plant growth promotion are some of the difficulties to study the sub-
WHITE MOLD AND ject. This review summarizes advances in knowledge of VOCs from Trichoderma and
PLANT GROWTH the methodologies/adaptations to evaluate the effects of VOCs in the selection of
PROMOTION strains for biological control. The action of these VOCs is mainly mentioned for Sclero-
tinia sclerotiorum. This review also shows the possible classes and VOCs, which have

the capacity to promote plant growth.
KEYWORDS: Biological control, Sclerotinia sclerotiorum, Antagonistic fungus, Sec-

ondary metabolites.

!Laboratério de Fitopatologia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia/Distrito Federal, Brasil. 2Laboratério de Fitopa-
tologia, Universidade Estadual de Goias, Ipameri/Goias, Brasil. 3Departamento de Fitopatologia, Universidade de Brasilia, Brasilia/
Distrito Federal, Brasil. *Autor para correspondéncia: sueli.mello@embrapa.br

a’ RAPP - Volume 28, 2022 163


https://doi.org/10.31976/0104-038321v280007

Lincon Rafael da Silva et al. (163-183)

1. Aspectos gerais de Trichoderma e seu po-
tencial de uso na agricultura

De acordo com Mycobank (2021), Trichoder-
ma Persoon (1794) pertence ao Reino Fungi; Filo
Ascomycota; Ordem Hypocreales; Familia Hypo-
creaceae; Género: Hypocrea (Teleomorfo) e Tri-
choderma (Anamorfo). O género compreende um
grande numero de espécies que se reproduzem
assexuadamente; estd amplamente distribuido em
solos de regides de clima temperado e tropical, sen-
do capazes de estabelecer relacdes benéficas com
as plantas (MACHADO et al. 2012; NIETO-JACOBO et
al. 2017).

As espécies de Trichoderma sao caracteri-
zadas pelo rapido crescimento das coldnias, as quais
podem apresentar tufos ou pustulas de coloragdo
geralmente esverdeadas, conidiéforos ramificados
e conidios formados nas extremidades de fialides
(Figura 1). Os conidios sdo globosos a ovdides, pos-
suem coloragdo verde, verde-amarelada ou hialina,
com tamanho aproximado de 2,0 x 4,0 um (CHA-
VERRI & SAMUELS 2003; CHAVERRI et al. 2015). Em
alguns casos pode haver a formacao de clamidds-
poros, originados pela modificacao de hifas. Os cla-
middsporos possuem parede mais espessa e tem a
funcao de proteger o fungo de condi¢des ambientais
adversas (RIFAI 1969; BISSET 1984; SAMUELS 1996).

Esses fungos também colonizam madeira,
onde a fase sexual Hypocrea é frequentemente en-
contrada. Entretanto, muitas linhagens nao possuem
ciclo sexual conhecido (HARMAN et al. 2004a). Em-
bora os limites filogenéticos para as fases assexuada
e sexuada nem sempre se correlacionem perfeita-
mente em outros grupos de fungos, as espécies dos
géneros Trichoderma e Hypocrea em sua maioria
agrupam-se em clados bem resolvidos, com todas
as espécies compartilhando um Unico ancestral co-
mum (ROBBERTSE et al. 2017).

Embora os caracteres morfoldgicos conti-
nuem sendo utilizados para a identificacdo de Tri-
choderma spp., existem dificuldades e controvér-
sias na definicdo segura das espécies desse género
(ROBBERTSE et al. 2017). Atualmente os estudos
de identificacdo das espécies de Trichoderma sao
feitos com o uso de sequenciamento de regides
gendmicas, usando marcadores moleculares como
o espacador interno transcrito (ITS1 e ITS2), frag-
mentos de genes que codificam para o alongamento
da traducdo (TEF), subunidade Il da RNA polimerase
(RPB2), actina (ACT) e calmodulina (CAL1) (HATVA-
NI et al.,, 2014; INGLIS et al., 2020). Combinacdes
dessas regides tém fornecido um diagnéstico preci-
so da identidade das espécies e, assim, permitindo
contornar os problemas de identificagdo baseadas
apenas na morfologia.

Chaverri et al. (2015), reavaliando a identida-
de de algumas espécies comerciais de T. harzianum,
pela combinacdo de dados morfolégicos, ecoldgi-
cos, biogeograficos e filogenéticos (regides ITS, ACT,
CAL1, RPB2 e TEF1), concluiram que nenhuma das
linhagens comerciais de Trichoderma pertence a es-
pécie T. harzianum. A correta identificacdo das es-
pécies é fundamental para o uso de Trichoderma na
agricultura, pois os mecanismos de a¢dao podem ser
diferentes entre as espécies e/ou linhagens utiliza-
das, sendo que a eficiéncia dos mesmos para propo-
sitos especificos pode ser aumentada pela combina-
¢do de linhagens de diferentes espécies.

Véarias espécies de Trichoderma sao
reconhecidamente capazes de estabelecerem
relacdes benéficas com as plantas. Algumas dessas
espécies sdo utilizadas como inoculantes para o
controle de doencas (biofungicidas), biofertilizantes
e fitoestimuladores. Com suas habilidades hiperpa-
rasitas e seus efeitos antagOnicos, sdo capazes de
induzir genes relacionados a defesa e proteger o

i

Figura 1. Trichoderma azevedoi CEN1241. A: Colénia cultivada em meio Batata-Dextrose-Agar ; B: Hifas sem
a presenca de conididforos; C: Hifas com conidiéforos maduros liberando conidios; D: Conidios ovoides e
globosos.
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hospedeiro contra infec¢des por fungos e bactérias
fitopatogénicas. Através de seus compostos bioati-
vos e elicitores esses fungos interagem com as rai-
zes das plantas hospedeiras, induzindo resisténcia
sistémica a doencas, ou ainda, promovendo direta-
mente o crescimento e a tolerancia destas a varios
estresses abidticos, como a seca e a salinidade do
solo através do aumento do crescimento das raizes,
absorcdo de nutrientes e induzindo protecdo contra
o estresse oxidativo (HIDANGMAYUM & DWIVERDI
2018).

Estudos sobre Trichoderma spp. vém confir-
mando a capacidade desses fungos em controlar fi-
topatégenos habitantes do solo, como Fusarium Link
1809, Rhizoctonia solani Khiin 1858, Sclerotium ce-
pivorum Berk 1840 (anamorfo) de Stromatinia cepi-
vora Whetzel 1945, Sclerotium rolfsii Saccardo 1911
(anamorfo) de Athelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu & Amp;
Kimbr 1978 (teleomorfo), Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary 1884, entre outros (ALVARADO-MAR-
CHENA & RIVERA-MENDEZ 2016; SRIVASTAVA et al.
2016; NAGAMANI et al. 2017; O’BRIEN 2017). O po-
tencial para controlar patégenos de solo deve-se em
grande parte a habilidade de colonizar esclerddios,
microesclerddios, esporos e clamiddsporos que, de
maneira geral, sdo alvos dificeis de serem atingidos
por fungicidas sintéticos. Isso pode também estar
relacionado a ocorréncia natural de Trichoderma
spp., na maioria dos solos agricultaveis.

Diversos biofungicidas a base de Trichoder-
ma spp. sdo atualmente comercializados no mun-
do, como Vinevax TM®, Trichozam®, Trichosil®,
Trichodermus WP®, Trichodermil®, Trichodermax®,
Trianum®, Trichobiol WP®, Trichoturbo®, Tricho-
max®, Quality WG®, Nicoderma®, Ecotrich ES®, Ly-
comax®, Bioderma®, Bio Traz®, Esquive®, Shocker®,
Organic WP®, SoilGard 12°®, Trifender®, Tricodamp?®,
StimuControl entre outros (BETTIOL et al. 2012;
ADAPAR 2021). O produto pode ser aplicado de va-
rias maneiras: misturado ao substrato ou incorpora-
do ao solo; em pulverizac¢des foliares ou via dgua de
irrigacao; inoculado as sementes antes do plantio;
aplicado especificamente no sulco antes do plantio
ou por imersdao de mudas em suspensdes aquosas
do produto. A escolha do método de aplicacdo deve
ser avaliada de modo a contribuir para maior efi-
ciéncia do fungo.

Os diversos mecanismos de ag¢do utilizados
por Trichoderma spp. contra os fitopatdgenos e o fato
de ndo serem patogénicos as plantas, sao caracteris-

ticas que tornam as espécies desse género atraentes
como agentes de controle de biolégico (HADDAD et
al. 2017; MARQUES et al. 2018). Tais mecanismos
envolvem a competi¢do por espaco fisico, agua, luz
e nutrientes; o parasitismo, que pode ser mediado
pela producdo de enzimas liticas e a antibiose, de-
corrente da sintese de metabdlitos secundarios com
acdo antimicrobiana (MACHADO et al. 2012; KOTTB
et al. 2015; CHEN et al. 2016; GONZALEZ & FUENTES
2017). Adicionalmente, certas linhagens de Tricho-
derma, além de possuirem habilidade para suprimir
o crescimento de fitopatdgenos, podem induzir re-
sisténcia sistémica (RSI) a doengas e/ou promover o
crescimento das plantas, aumentando germinagao
das sementes, ramificacdo e crescimento de raizes,
brotacao de estacas, crescimento de ramos, incre-
mento de area foliar e aumento no rendimento das
culturas (MELLO et al. 2020). Esses dois mecanismos
adicionais (promocgdo de crescimento e indugdo de
resisténcia de plantas) sdao considerados indiretos
e podem ser resultantes da atividade do agente de
biocontrole sobre o patégeno.

Competicdo é um mecanismo de acdo que
possui destacada importancia devido a eficiéncia
demonstrada por linhagens desse fungo em colo-
nizar os substratos, atribuida a particular aptidao
para utilizar uma diversidade de nutrientes e a
vulnerabilidade de muitos fungos fitopatogénicos
frente a falta de alguns desses nutrientes (BENITEZ
et al. 2004). Metabolicamente, os fungos do géne-
ro Trichoderma sdo adaptados para utilizar diversas
fontes de carbono, nitrogénio, oxigénio e ferro, habi-
lidade que Ihes permite multiplicar-se rapidamente
e colonizar a rizosfera antes do patégeno, ocupando
os espacos onde ha agua, luz e outros meios para
sobrevivéncia disponiveis. Desta forma, Trichoder-
ma forma verdadeiras barreiras, impedindo que o
patdgeno atinja os sitios de infeccao (MACHADO et
al. 2012).

J4 o parasitismo (ou hiperparasitismo) repre-
senta um enfrentamento direto, pelo qual Tricho-
derma spp. respodem a estimulos quimicos produ-
zidos pela hifa do patégeno hospedeiro, crescendo
em dire¢do ao mesmo. Em muitos casos o hiperpa-
rasita é capaz de enrolar-se fortemente em toda a
extensdao do patdgeno, penetrar as células e digerir
seu conteudo (CONSOLO et al. 2012; MACHADO et
al. 2012). Contudo, a penetragdao ndo é de impor-
tancia primordial e muitas vezes o simples contato
fisico de Trichoderma com as hifas do fungo sao su-
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ficientes para que enzimas liberadas pelo primeiro
cause alteragdo da permeabilidade de membrana e
morte das células do fungo hospedeiro.

Antibiose é outro mecanismo de biocontro-
le direto que algumas linhagens de Trichoderma
exercem contra fungos fitopatogénicos, em razao
da producdo de compostos antimicrobianos, princi-
palmente metabdlitos secundarios (STADNIK & BET-
TIOL 2000; MELLO et al. 2020). Tais compostos sdo
capazes de inibir o crescimento de fungos fitopato-
génicos, mesmo a distancia, o que os torna atraen-
tes no controle bioldgico de doengas de plantas. Es-
pécies de Trichoderma sdo proliferas produtoras de
metabdlitos secundarios, que incluem substancias
voldateis e ndo volateis. Estudos genéticos compara-
tivos de diferentes espécies, cujas sequéncias geno-
micas completas estdo publicadas, fornecem infor-
magdes importantes sobre os genes relacionados a
propriedades antifingicas de Trichoderma, incluin-
do genes envolvidos na producdao de metabdlitos
secundarios (ZEILINGER et al. 2016).

Inducdo de resisténcia é um mecanismo de
controle bioldgico indireto, pois a planta respon-
de ao ataque dos patdégenos por meio da ativagao
de seus mecanismos de defesa. A reacdo de resis-
téncia pode ocorrer por duas vias: a da resisténcia
sistémica adquirida (RSA) e da resisténcia sistémica
induzida (RSI). A primeira segue-se ao ataque do
patégeno e caracteriza-se pelo aciumulo do acido
salicilico produzido com frequéncia apds a infecgao
e, tipicamente, leva a expressao de proteinas ligadas
a patogénese; ja a segunda diz respeito a interagao
planta-microrganismos nado patogénicos (MELLO et
al. 2020). Esta é mediada pela produgdo de acido
jasmonico e/ou etileno, normalmente induzida por
microrganismos e/ou insetos; no caso de micror-
ganismos, a maioria dos indutores sao bactérias e
fungos nao patogénicos, a exemplo do Trichoderma
(CHOUDHARY et al. 2007; MELLO et al. 2020). A ati-
vacao de defesa pode ser local, quando somente a
regido que esteve em contato com o agente indutor
da resisténcia é ativada, ou sistémica, quando ou-
tras partes da planta que ndao estavam em contato
com o agente indutor de resisténcia também pro-
duzem os compostos quimicos relacionados a de-
fesa contra o patégeno (MISAGHI 1982). A ativagao
dos mecanismos de defesa ocorre pela indugdo, na
planta, da producdo de fitoalexinas, lignina adicio-
nal, quitinases, glucanases, e compostos fendlicos
(ROMEIRO 2007; BARROS et al. 2010; NAWROCKA

et al. 2018). De acordo com Harman et al. (2004b) e
Romeiro (2007), fungos do género Trichoderma sao
capazes de produzir eliciadores de resisténcia como
serinoproteinases, xilanases, glucanases, peroxida-
des e glucanases. Recentemente foi demonstrado
que T. virens expressa dois genes da endopoligalac-
turonase, tvpgl e tvpg2, durante a interacdo com
as raizes das plantas. O gene tvpg2 desempenha
um papel regulatério no gene tvpgl e no desenca-
deamento da resposta imune da planta a B. cinerea
(SARROCCO et al. 2017).

Certas linhagens de Trichoderma ao se es-
tabelecerem na rizosfera podem estimular o cres-
cimento das plantas (GONZALEZ & FUENTES 2017;
JALALI et al. 2017). A promogao de crescimento tem
sido relacionada a maior eficiéncia de uso, aumento
da disponibilidade e absorcdo de alguns nutrientes
(MACHADO et al. 2012; CHEN et al. 2016; ESTRADA-
-RIVERA et al. 2019). As plantas mantém uma intera-
¢do complexa com suas populacgdes rizosféricas que
é crucial para a assimilacdo de nutrientes e ao seu
desenvolvimento. Essas associacdes mutuamente
benéficas sdo possiveis porque plantas e micror-
ganismos podem se comunicar por meio de varios
mecanismos de sinalizacdo. Os vegetais sdo capazes
de perceber e responder a popula¢bes bacterianas
e fungicas que habitam a rizosfera e aos seus pro-
dutos, como auxinas, citocininas e lactonas (ORTizZ-
-CASTRO et al. 2009).

Diversos estudos tém mostrado a capacida-
de de Trichoderma em promover o crescimento de
plantas. No trabalho de Souza Pedro et al. (2012),
54 isolados de Trichoderma spp. causaram aumen-
tos significativos na producao de matéria seca das
plantas de feijdo, com incremento de até 57,81%.
Ozdemir et al. (2016) mostraram que a aplicagao
T. harzianum em plantas de alface promove maior
teor de clorofila nas folhas, pigmento fotossintético
que esta relacionado diretamente com a producao
de biomassa vegetal. Além disso, o tratamento com
T. harzianum foi capaz de proporcionar maior tempo
de prateleira, durante a comercializagdo do produ-
to, em relacdo ao tratamento controle. Sousa et al.
(2018) relataram aumento de 54% na matéria seca
e um incremento de 35% de parte aérea e raiz, ao
avaliarem o crescimento de arroz com o uso de T.
asperellum combinado com silicio (Si). Niveis mais
elevados de 4cido salicilico e jasmoénico também fo-
ram encontrados em plantulas tratadas com Sie T.
asperellum, individualmente.
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Zeng et al. (2012) mostraram o potencial de
uso de T. harzianum no controle do mofo-branco (S.
sclerotiorum), na cultura da soja. Segundo os auto-
res, houve reducao de 43,1% na severidade da doen-
ca e 38,5% na producdo de esclerddios do patdgeno.
Também Carvalho et al. (2015) ao avaliar, em condi-
¢Oes de campo, a eficiéncia de diversos isolados de
Trichoderma no manejo do mofo-branco, em duas
safras de feijdo, observaram reducdo no numero
médio de apotécios por metro quadrado de superfi-
cie do solo. Os isolados mais eficazes foram capazes
de reduzir de 46 a 62% a germinacao dos apotécios.
Haddad et al. (2017) testaram 120 linhagens de Tri-
choderma quanto a capacidade de inibir a germina-
cdo de esclerddios de S. sclerotiorum, encontrando
22 que propiciaram 100% de inibi¢cao. Destas, nove
linhagens mostraram ser capazes de proteger a soja
durante a fase de germinagao da semente e de cres-
cimento das plantas. As linhagens que se destaca-
ram foram identificadas como pertencentes as es-
pécies T. koningiopsis, T. asperelloides, T. atroviride
e T. virens.

O potencial de uso de Trichoderma tem sido
melhor comprovado pela presenga fisica do fungo,
tanto na interagao antagonista-patdgeno ou anta-
gonista-planta. Nos ultimos anos, esforcos tém sido
direcionados a desvendar a importancia da emissao
dos compostos organicos volateis (COVs) durante o
controle bioldgico por Trichoderma. Diversos resul-
tados mostraram que esses COVs possuem caracte-
risticas importantes que também justificam o uso de
Trichoderma na agricultura.

2. Compostos Organicos Volateis de Tricho-
derma

Plantas, fungos e bactérias podem produzir
COVs com diversas funcdes e em diferentes propor-
¢oes. Fungos do género Trichoderma estdo entre
0s organismos mais estudados quanto a producgao
de COVs (KADDES et al. 2019); estes exercem papel
crucial nas interagcdes com as plantas e com os fito-
patégenos. Fatores como temperatura, luz, fase de
crescimento e disponibilidade de nutrientes afetam
a producdo desses metabdlitos (GUO et al. 2019;
SPECKBACHER et al. 2020). Os mecanismos que
governam as etapas desde o reconhecimento dos
COVs pelo microrganismo-alvo até a expressao da
resposta pelo microrganismo ainda nao foram cla-
ramente explicados. Alguns autores sugerem que os
COVs atuam na alteragao da expressao de proteinas

e atividades de enzimas especificas, podendo refle-
tir no crescimento dos vegetais ou indugao de resis-
téncia (MALMIERCA et al. 2012; BITAS et al. 2013;
BAE et al. 2016; NIETOJACOBO et al. 2017).

Os COVs sdao compostos hidrofébicos
e possuem baixa massa molecular com
aproximadamente 20 atomos de carbono. Tais
caracteristicas lhes conferem a capacidade de
evaporar facilmente a temperatura ambiente,
atravessar as membranas celulares com facilidade
e serem liberados no ar ou no solo, na auséncia de
uma barreira de difusdo (PICHERSKY et al. 2006; SID-
DIQUEE et al. 2012; HUNG et al. 2013). Dessa forma,
esses compostos costumam servir como mediado-
res na comunicacdo, interacdo e/ou competicdo en-
tre organismos ou entre organismos e plantas.

Diversos COVs liberados por culturas de Tri-
choderma spp. foram detectados e caracterizados.
A acdo desses compostos contra os fitopatdgenos
difere de acordo com o isolado e o patossistema (LA-
ZAZZARA et al. 2021) e vérias questdes nesse campo
necessitam, ainda, serem elucidadas. Por exemplo,
como os COVs de Trichoderma podem suprimir os
patégenos, como misturas volateis causam efeitos
antifingicos e, como a promocao de crescimento é
desencadeada nas diferentes espécies vegetais, sao
perguntas ainda sem respostas. Porém, nos ultimos
anos vém sendo direcionados esforgos para a explo-
racdo do potencial de uso de Trichoderma na agri-
cultura sob diferentes aspectos, entre os quais, des-
vendar o repertério de genes envolvidos na sintese
desses metabdlitos secundarios, a implicagdo dos
mesmos na habilidade de biocontrole dos micror-
ganismos, bem como na promogdo de crescimento
de plantas. Até o momento, perfis de emissdo de
COVs de cerca de 600 espécies microbianas foram
obtidos (SCHULZ-BOHM et al. 2017; SCHULZ-BOHM
et al. 2018), incluindo Trichoderma spp. Esses com-
postos estdo diretamente envolvidos nas interagdes
microrganismo-planta e microrganismo-microrga-
nismo, sendo que a maioria deles ativam alterac¢des
de crescimento e resposta de defesa, em plantas e,
provocam alteracdes fisioldgicas em fungos (PIE-
CHULLA et al. 2017).

O conhecimento molecular do genoma de va-
rias espécies de Trichoderma indica que esse género
é rico em genes que codificam enzimas responsaveis
pela producdao de metabdlitos secundarios. Apesar
de se tratar de substancias que ndo sdo vitais para o
fungo, alguns desses metabdlitos podem contribuir
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para uma vantagem competitiva, que traria benefi-
cios no que se refere a promogdo do crescimento
de plantas e a inibicdo de fitopatdgenos. Segundo
Kubicek et al. (2011) e Mukherjee et al. (2012), mui-
tos dos genes que codificam para producdo de me-
tabdlitos secundarios representam um subconjunto
importante relacionado a produgdo de COVs.

No género Trichoderma, aproximadamente
480 COVs diferentes foram detectados em diversas
espécies (GUO et al. 2019). Entre esses compostos,
incluem-se principalmente terpendides e derivados
de 4cidos graxos, os quais podem pertencer a di-
ferentes classes quimicas, como terpenos, dalcoois,
cetonas, lactonas, compostos aromaticos, aldeidos
e ésteres (SCHENKEL et al. 2015, ZEILINGER et al.
2016; KADDES et al. 2019). Alguns compostos produ-
zidos por espécies de Trichoderma sao: 3-Octanona,
3-Octanol e 1-Octen-3-ol (NEMCOVIC et al. 2008);
6Pentil-Pirona (EL-HASAN & BUCHENAUER 2009;
KOTTBET al. 2015; GARNICA-VERGARA et al. 2015);
3-Metilbutil Acetato, Nonanal, B-Farneseno, 3-Bisa-
boleno, B-Sesquifelandreno (LEE et al. 2016); N-me-
til-N-nitrosoisobutiramida (HUTCHINGS et al. 2017);
6-Cadineno, B-Elemeno, 2-Pentilfurano, y-Muurole-
no (GONZALEZ-PEREZ et al. 2018).

A biossintese dos COVs é altamente depen-
dente da disponibilidade de carbono, nitrogénio,
enxofre e de energia fornecida pelo metabolismo
primario (KADDES et al. 2019). Sendo assim, a pro-
ducdo de COVs por Trichoderma é bastante diversifi-
cada qualitativamente e também quantitativamente
(LEE et al. 2016; GUO et al. 2019). Essa diversida-
de esta relacionada a varios fatores abidticos como
temperatura, umidade e substrato, e também a fa-
tores bidticos, como espécie e idade da colonia.

Speckbacher et al. (2020) estudando a in-
fluéncia da luz na conidiacdo e na biossintese de
COVs de T. atroviride IMI 206040 e T. atroviride P1,
verificaram diferengas significativas entre os isola-
dos, quanto a dependéncia de luz para a produgao
de diversos COVs, além de constatarem que a coni-
diacdo doisolado T. atroviride P1 é independente da
luz.

Quanto a regulagao molecular de COVS, Cru-
z-Magalhdes et al. (2019) verificaram que as NADPH
oxidases Nox1 e Nox2 regulam diferentemente os
COVs, a atividade fungistatica, a promocdo do cres-
cimento de plantas e a assimilagdao de nutrientes
em T. atroviride. Nox1 e o regulador NoxR parecem
exercer papel regulatério em uma variedade de pro-

cessos em T. atroviride, como moduladores positi-
vos ou negativos. Nox2 parece ter um papel na regu-
lacdo da producdo de COVs que possuem atividade
fungistatica.

Os COVs estdao envolvidos em diferentes
processos bioldgicos e apresentam potencial para
aplicacdo biotecnolégica (DRUZHININA et al. 2011;
JALALI et al. 2017). Através dos COVs, os fungos sao
capazes de interagir com as plantas e se defende-
rem de predadores (CHEN et al. 2016; KADDES et
al. 2019). Considerando a existéncia de aproxima-
damente 340 espécies e milhares de linhagens de
Trichoderma (BISSET et al. 2015; WANG & ZHUANG
2019) e que o perfil dos COVs é diferente entre as
espécies e/ou linhagens (LEE et al. 2016; ZEILINGER
et al. 2016), presume-se que exista um grande nu-
mero desses compostos a serem conhecidos e ex-
plorados como insumo para a agricultura.

Nawrocka et al. (2018) demonstraram que 0s
COVs Z-3-hexanal, Z-3-hexenol e E2hexenal, aliados
ao acido salicilico e a compostos B-ciclocitrais de
T. atroviride TRS25 estao relacionados com a regula-
¢do positiva dos genes de resisténcia induzida como
PR1, PR4 e PR5 em plantas de pepino. Também mos-
traram que houve maior deposicdo de calose e ligni-
na que protegeram as plantas contra a infec¢do cau-
sada por R. solani. Adicionalmente, os 6érgdos das
plantas tornaram-se mais flexiveis, o que contribuiu
para melhor absorcdo de dgua e nutrientes.

Ao investigarem os efeitos dos COVs produ-
zidos por T. asperellum T34, T. harzianum T39 e T.
atroviride SC1 contra o mildio da videira causado
por Plasmopara viticola, Lazazzara et al. (2021), de-
tectaram 31 compostos. Dentre eles, a-farneseno,
cadineno, 1,3-octadieno, 2pentilfurano e 6-pentil-
-2H-pirano-2-ona reduziram a severidade da doen-
¢a. Os compostos 6pentil-2H-pirano-2-ona e 2-pen-
tilfurano também aumentaram o acimulo de calose
e a modulacdo de genes relacionados a defesa apds
a inoculacdo de P. viticola. Além disso, 6pentil-2H-
-pirano-2-ona ativou a resposta de hipersensibili-
dade apds a inoculagdo de P. viticola. Ja Rajani et
al. (2021) relataram a atividade antimicrobiana de
COVs de quatro espécies endofiticas de Trichoder-
ma, usando a técnica de placas duplas. Nesse estu-
do, verificou-se a inibicdo do crescimento micelial
de trés fitopatogenos (S. sclerotiorum, S. rolfsii e Fu-
sarium oxysporum), enquanto Macrophomina pha-
seolina nao foi afetado. Andlise por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massa de T.
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longibrachiatum revelaram a presenca de diversos
COVs, incluindo hidrocarbonetos, alcoois, cetonas,
aldeidos, ésteres, acidos, éteres e diferentes classes
de terpenos.

Nos ultimos anos, o nimero de trabalhos de-
mostrando o papel dos COVs de microrganismos no
controle biolégico tem aumentado, devido princi-
palmente aos avangos alcangados na caracterizagao
dos perfis quimicos desses compostos, impulsiona-
da pelo uso das técnicas analiticas para identifica-
¢do de COVs (CHEN et al. 2016; NIETO-JACOBO et al.
2017; GUO et al. 2019).

3. Metodologias para ensaios com compos-
tos organicos volateis de Trichoderma

Os métodos para avaliar o potencial dos
COVs de Trichoderma no controle biolégico sao,
sem duvida, a maior dificuldade para os estudos
nesse tema. Isso porque as técnicas disponiveis
possuem algumas limita¢des. Por exemplo, o ta-
manho reduzido das placas de Petri, dificulta estu-
dos sobre promogdo de crescimento com espécies
vegetais de rapido desenvolvimento e alta estatu-
ra. Outro problema encontrado é a contaminagao
cruzada entre antagonista e patdgeno. Isso ocorre,
principalmente, porque muitas linhagens de Tricho-
derma possuem habito agressivo de crescimento e
tendem a ultrapassar as paredes divisorias das pla-
cas de Petri. Além disso, grande parte dos ensaios
vem sendo conduzidos com placas de Petri de plas-
tico, e o material plastico também pode ter a ca-
pacidade de emitir COVs (EVEN et al. 2019). Dessa
forma, é recomendado que se utilizem materiais de
vidro, sempre que possivel, nos ensaios de labora-
torio. Outro fator relevante é a dificuldade de com-
parar dados produzidos em diferentes laboratérios,
por causa das variacBes experimentais na planta e/
ou patégeno em exposi¢ao.

A técnica proposta por Dennis & Webster
(1971) é a mais utilizada para avaliar o efeito dos
COVs de Trichoderma sobre fitopatdgenos. Essa téc-
nica de ensaios in vitro é conhecida como técnica
de placas duplas, placa de Petri invertida, método
sanduiche, método de duas placas de base selada
ou placas de Petri imprensadas. Entretanto, essa
técnica também apresenta dificuldades como a di-
ficil e demorada montagem, a impossibilidade de
testar diferentes condigdes experimentais e a pos-
sivel escassez de oxigénio (O,) ap6s alguns dias de
incubacdo (NOGUCHI et al. 2002; SILVA et al. 2021a),

0 que poderia refletir efetivamente na inibicio mi-
celial observada, haja visto que muitas linhagens de
Trichoderma possuem rapido crescimento micelial,
seguido de intensa esporula¢do e, dessa forma, ter
sua colbnia totalmente formada muito antes do pa-
tégeno. Entretanto, essa possivel concorréncia por
O, ndo seria totalmente prejudicial nos estudos com
Trichoderma, apenas reforgaria o mecanismo de
competicdo, exercido por ele.

Independentemente da metodologia utiliza-
da, osresultados observados nos incontaveis ensaios
conduzidos em diferentes laboratérios mostram efe-
tivamente que os COVs de Trichoderma possuem ca-
pacidade de complementar os outros mecanismos
de acdo exercidos por este fungo durante o controle
bioldgico e promogado de crescimento de plantas.

Abaixo estdo descritas e ilustradas algumas
das metodologias utilizadas para avaliar ensaios de
inibicdo micelial, inibicdo de esclerddios e promogao
de crescimento de plantas, utilizando COVs de Tri-
choderma. Sdo abordadas também algumas adap-
tagdes que podem ser executadas para contornar os
problemas apontados nas metodologias descritas.

3.1. Placas duplas: nesta técnica, placas de
Petri, contendo meio cultura solidificado, recebem
ao centro discos de micélio (5 mm @) colonizado
por Trichoderma. Da mesma forma, no centro de
outra placa de Petri, é colocado um disco de micé-
lio (5 mm @) colonizado pelo patégeno. As placas
contendo antagonista e patdgeno sdao sobrepostas
formando uma atmosfera compartilhada (Figura 2).
O conjunto é selado com filme de parafina plastica e
envolvido com plastico transparente, de forma que
as placas contendo o patdgeno figuem na posicao
superior. O tratamento controle é representado por
placas também com o patdgeno, mas sem o anta-
gonista na parte inferior. Apds a total colonizagao
do meio de cultura nos tratamentos controles, sdo
realizadas medidas do diametro das col6nias com o
auxilio de um paquimetro digital. Os valores médios
de inibicdo do crescimento micelial sao calculados
com o uso da formula: | = (C-T)/C x 100, onde | re-
presenta a porcentagem de inibi¢ao, C os valores da
medida de didmetro das colonias do patdgeno sem
a presenca do antagonista, e T os valores dos trata-
mentos com a presenca do antagonista.

O posicionamento do antagonista na parte
inferior da atmosfera compartilhada é extremamen-
te necessario devido a dois fatores: 1) favorecer o
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Figura 2. Representacdo da metodologia de placa dupla. (SILVA et al., 2020).

contato dos COVs com o alvo, pois o baixo peso mo-
lecular desses compostos, permite a movimentagao
para a parte superior da atmosfera compartilhada;
2) evitar que conidios da col6nia do antagonista
caiam e contaminem as placas com o patégeno. Essa
técnica pode ser adaptada para avaliar também a
capacidade dos COVs para inibir a germinag¢do mice-
liogénica de esclerddios. Para tanto, no momento da
montagem dos ensaios, pode-se optar por colocar
os esclerédios na parte superior, ao invés do disco
de micélio. E recomendado que os esclerédios se-
jam previamente desinfestados com etanol (70%)
por 1 minuto, seguido de hipoclorito de sédio (50%)
por 3 minutos e, entdo, lavados trés vezes em agua
esterilizada por 30 segundos.

3.2. Placa dividida: esta também é uma
técnica bastante utilizada, porém requer placas de
Petri com dois compartimentos. No centro do pri-
meiro compartimento é depositado um disco de
micélio de (5 mm @) colonizado por Trichoderma
e, no segundo compartimento, um disco de micé-
lio (5 mm @) colonizado pelo patégeno (Figura 3A).
Nesta abordagem, é possivel também conduzir en-
saios de promog3o de crescimento (GONZALEZ PE-
REZ et al. 2018), substituindo o disco de micélio do
patégeno por sementes da cultura alvo. As semen-
tes devem ser previamente desinfestadas por 1 mi-
nuto com etanol (70%), seguido de 5 minutos com
hipoclorito de sddio (50%) e, entdo, lavadas trés ve-
zes em agua esterilizada por 30 segundos. Apds a
desinfestacdo, as sementes sdo levemente inseridas
no meio cultura. No tratamento controle, o patége-
no ou a semente sdo depositados na superficie do
meio em um dos compartimentos da placa, porém
sem a presenca de Trichoderma no outro compar-
timento. Ao final, o conjunto deve ser selado com

filme plastico transparente. O uso de placa de Petri
com parede divisdria evita qualquer contato fisico
entre Trichoderma e patégeno ou Trichoderma e se-
mentes/plantulas, mas permite a livre troca de COVs
(ELSHERBINY et al. 2020). Entretanto, em alguns
casos, o Trichoderma pode sim colonizar a parede
diviséria das placas e contaminar o outro compar-
timento e, assim, gerar resultados ndo satisfatérios
(LEE et al. 2015). Nessa situacdo, pode-se ajustar a
técnica, como descrito por Lee et al. (2016). Resumi-
damente, uma placa de Petri (35 x 10 mm) contendo
Trichoderma é colocada em uma placa de Petri par-
ticionada maior (100 x 15 mm), como descrito na
Figura 3B.

As principais vantagens dessa técnica sao: fa-
cilidade de montagem dos ensaios e a possibilidade
de utilizar dois meios de cultura diferentes. Diversos
géneros de fungos adaptam-se melhor em determi-
nado meio de cultivo, e isso deve ser levado em con-
sideracdo nos experimentos de controle bioldgico,
pois muitos resultados alcangados podem ser equi-
vocados, devido a erro de execucdo. Entre as des-
vantagens, a principal seria que a maioria das placas
de Petri com dois compartimentos sdo produzidas
em material plastico e, esse tipo de material, pode
também emitir COVs, como mencionado anterior-
mente. Além disso, pode acontecer contaminagao
cruzada das culturas, especialmente devido ao ha-
bito agressivo de crescimento de algumas linhagens
de Trichoderma.

3.3. Placa dentro de placa: nesta técnica
sdo usadas placas de Petri maiores (150 x 25 mm),
as quais irdo comportar placas de Petri de menor
diametro (60 x 15 mm). A montagem ocorre da se-
guinte maneira: uma placa de Petri de 60 x 15 mm
preenchida com meio de cultura é colocada na ex-
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Trichoderma
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Figura 3. Representacdao da metodologia da placa de Petri dividida. A: placa de Petri particionada sem adap-
tacdo com placa de Petri menor. B: placa de Petri particionada com insercdo de placa de Petri menor, para

evitar contaminagdo entre as colOnias.

tremidade de uma placa de Petri maior de 150 x 25
mm, sendo esta também preenchida com meio de
cultura. Um disco de micélio de (5 mm @) coloniza-
do por Trichoderma é depositado no centro da placa
menor. Ja na placa maior, é possivel colocar diferen-
tes materiais de estudo, a depender do objetivo da
pesquisa. Alguns exemplos sdo: disco de micélio, es-
clerédios ou sementes (ESTRADA RIVERA et al. 2019;
KAMARUZZAMAN et al. 2021; SILVA et al. 2021b).
Ao final, outra placa de 150 x 25 mm é sobreposta
e o conjunto envolvido com parafina plastica e fil-
me plastico transparente, formando uma atmosfera
compartilhada (Figura 4). O tratamento controle é
representado por placas de Petri de 60 x 15 mm com
apenas meio de cultura. A sobreposicdao com outra
placa de Petri maior favorece uma atmosfera com-
partilhada mais ampla, e isso permite a execuc¢ao de
testes de promocdo de crescimento, pois possibili-
ta mais tempo de incubagdo e consequentemente
maior periodo para observacao e coleta dos dados,
especificamente porque em atmosferas menores,
rapidamente as plantas podem sofrer interferéncia
ou atraso no crescimento.

Uma das vantagens deste sistema é que ele,
do mesmo modo que o anterior, possibilita o uso
de meios de cultura diferentes. Entretanto, tam-
bém pode ocorrer a contaminag¢ao cruzada, como
mencionado anteriormente. Afim de contornar esse
problema, pode-se optar por inserir tampas de pla-
cas de Petri menores invertidas na extremidade de
placas de Petri maiores e, em seguida, fixar com fita
adesiva, a prépria placa de Petri menor em sua tam-
pa. O sistema assim organizado mantera o Tricho-
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derma mais distante do meio de cultura da placa de
Petri maior, de modo a evitar o contato fisico entre
as colonias.

3.4. Sacos de tecido voal preenchidos com
solo: sacos confeccionados em tecido voal com di-
mensdes de 100 x 90 mm sdo preenchidos com 100
gramas de solo. A cada saco, adiciona-se 80 mL de
agua, seguindo-se de autoclavagem a 120 2C por 60
minutos. Frascos de vidro com capacidade de 250
mL, previamente autoclavados, sdao preenchidos
com 15 mL de meio de cultura. Cada frasco, recebe
ao centro, um disco (5 mm @) colonizado com Tri-
choderma. O saco contendo o solo é entdo fixado
ao frasco com o auxilio de um cordao de algodao,
de maneira a ser mantido suspenso a 10 mm do dis-
co de micélio. Sementes s3ao previamente tratadas
com etanol (70%) por 1 minuto, hipoclorito de sédio
(50%) por 5 minutos, lavadas trés vezes em agua es-
terilizada por 30 segundos e distribuidas, uma se-
mente para cada um dos sacos de tecido voal. As
sementes sdo semeadas a 5 mm de profundidade,
no solo. Por fim, outro frasco de vidro autoclavado
(250 mL) é sobreposto ao frasco contendo as se-
mentes e, entdo envolvidos com parafina plastica e
filme plastico transparente, formando uma atmosfe-
ra compartilhada (Figura 5). O tratamento controle
é representado por frascos cujo meio de cultura ndo
recebe o disco de micélio de Trichoderma (SILVA et
al. 2021b).

Essa metodologia tem como principal a
vantagem, evidenciar uma situacdo mais pro-
xima daquela que ocorre durante a interacgao
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Figura 4. Representacao da técnica da placa dentro de placa. A opgdo a ser avaliada pode ser o crescimento
do patdgeno, a germinacdo de estruturas de sobrevivéncia do patégeno ou promocdo de crescimento da
cultura em questdo.

Frasco de vidro _ ———— Cultura alvo
250 mL

» Corddo de algoddo + parafina plastica + filme plastico

Frasco de vidro i

250 mL Saco de tecido voal preenchido com solo

Trichoderma em meio de cultura

Figura 5. Representac¢do da técnica de sacos voal preenchidos com solo.

COVs de Trichoderma e plantas, em solo nas dificuldade de montagem e o tempo gasto. Con-
condicdes naturais. Além disso, o uso de solo ao  taminacdes também podem ocorrer devido ao
invés de meio de cultura € menos dispendioso. intenso manuseio dos materiais durante a mon-
As principais desvantagens dessa técnica sdo a tagem.
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4. Compostos organicos volateis de Tricho-
derma no controle do mofo-branco

O fungo de solo S. sclerotiorum (Lib.) de Bary
tem sido relatado causando a doeng¢a mundialmen-
te conhecida como mofo-branco, podendo infectar
mais de 400 espécies de plantas (DERBYSHIRE et al.
2017). Esse patdgeno infecta folhas, flores, frutos e
caules das plantas hospedeiras, causando doengas
gue podem se desenvolver desde o inicio do pe-
riodo vegetativo até a pds-colheita (AGRIOS 2005;
KRAUSE-SAKATE et al. 2016). O primeiro relato des-
se fungo foi no ano de 1861 infectando plantas de
girassol (PURDY 1979). Em regides de clima mais
seco, a ocorréncia do mofo-branco, antes conside-
rada esporddica, vem causando epidemias devido
aos seguintes fatores: expansao agricola; uso de se-
mentes infectadas e/ou infestadas; emprego de ir-
rigacao, proporcionando as condi¢des de umidade
ideais para desenvolvimento da doenga; monoculti-
Vo e sucessao de culturas com espécies suscetiveis.

Na fase assexuada, é comum que S. sclerotio-
rum produza estruturas de sobrevivéncia, as quais
sdo constituidas por um aglomerado de hifas. Tais
estruturas, denominadas esclerédios, possuem for-
ma geralmente arredondada, alongada ou irregular
e tamanho aproximado de 2-20 x 2-30 mm (Figura 6).
Os esclerédios sao formados por trés camadas: cas-
ca, cortex e medula. Cada camada é composta por
uma massa compactada de hifas (LE TORNEAU 1979;
ARSENIUK & MACEWICZ 1994; BUTLER et al. 2009).

A germinagao dos esclerddios e o acumulo
dessas estruturas nosoloano apds ano é responsavel
pelo progressivo aumento da severidade da doenga
no campo. Os esclerddios de S. sclerotiorum podem
germinar de duas maneiras: germinacao miceliogé-
nica e carpogénica (LE TORNEAU 1979). Na germina-

¢do miceliogénica, hd formacdo de um novo micélio
que ird infectar o hospedeiro, enquanto na germi-
nagao carpogénica, inicia-se o ciclo sexual do pato-
geno, com a formacgdo de um corpo de frutificacao
denominado apotécio. Este possui forma achatada,
medindo aproximadamente 10 mm de diametro, se-
melhante a uma taca (Figura 6), onde sdo gerados os
ascosporos elipsoides e hialinos, com dimensdes de
4-6 x 9-14 um (WENDLAND et al. 2016).

Os fatores mais importantes para germina-
¢do carpogénica sdo temperatura e umidade. As
condi¢des de temperatura favordveis variam entre
10 e 20°C. Os esclerddios podem permanecer vidveis
no solo devido ao sombreamento e a presenca de
matéria organica, condicdes estas que modificam
a temperatura na camada superficial do solo (23
cm). Nessa parte do solo, os esclerddios vidveis ddo
origem aos apotécios, em média 1-10 apotécios/
esclerddio, os quais podem permanecer liberando
ascosporos por 14 dias, em condigdes de baixa tem-
peratura e umidade elevada (ZENG et al. 2012).

O principal efeito esperado quando se utili-
za Trichoderma spp. para manejo das doencgas cau-
sadas por S. sclerotiorum é a diminui¢cao do banco
de esclerddios no solo, considerando que algumas
linhagens tém a capacidade de parasitar e digerir
todo o conteudo celular dos esclerddios. Sendo as-
sim, o parasitismo exercido por Trichoderma spp.
pode contribuir para a reducdo do numero dessas
estruturas de sobrevivéncia préximo as plantas e
acumuladas no solo ao longo dos anos. Adicional-
mente, a redugao do nimero de esclerddios forma-
dos contribuird para uma menor liberacdo de ascés-
poros durante o ciclo da cultura. Em média, 1 a 20
apotécios sdo capazes de gerar até 2.000.000 ascés-
poros (WU et al. 2007; TOFOLI 2014). Logo, impedir

Figura 6. Sclerotinia sclerotiorum. A: Coldnia cultivada em meio Batata-Dextrose-Agar com esclerédios au-
sentes; B: ColOnia cultivada em meio Batata-Dextrose-Agar com a formacao de esclerddios; C: Esclerédios
maduros de variados tamanhos e forma irregular; D: Germinacgdo carpogénica de esclerédio com a presenca

de apotécios maduros.
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a formacdo desses corpos de frutificacdo é de suma
importancia, pois a infeccdo ocasionada pelo fungo
na fase sexuada é a que mais contribui para maior
incidéncia e severidade da doenga nos cultivos.

Como mencionado anteriormente, o controle
bioldgico das doencgas causadas por S. sclerotiorum
com o uso de Trichoderma spp., tendo por alvos os
esclerddios, tem sido atribuida a presenca fisica do
antagonista. Entretanto, estudos recentes utilizan-
do exclusivamente o mecanismo de antibiose por
emissdo de COVs, mostraram a habilidade desses
compostos em inibir a germinacao, tanto miceliogé-
nica como carpogénica dos esclerédios. Em estudo
conduzido por Ojaghian et al. (2019), eles utilizaram
a técnica de placas de Petri divididas, onde em um
compartimento foi depositado um disco colonizados
por Trichoderma e, no outro, esclerédios do patége-
no. Tal exposi¢ao dos esclerddios aos COVs liberados
pelo Trichoderma reduziu a germinagcao miceliogé-
nica. Esses autores demonstraram também que os
COVs de Trichoderma podem afetar a formacdo de
estipes e apotécios em S. sclerotiorum. A inibicdo da
germinacdo carpogénica por COVs de Trichoderma
também foi demonstrada por Silva (2020). Nesse
trabalho, os esclerédios de S. sclerotiorum foram
enterrados em areia autoclavada e mantidos no sis-
tema de atmosfera compartilhada com cultura de
T. azevedoi CEN1241. Ao final de 40 dias, verificou-
-se que a exposicao aos COVs de T. azevedoi reduziu
significativamente a germinac¢ao carpogénica dos
esclerddios.

Silva et al. (2021b) também observaram a ini-
bicdo da germinacdo miceliogénica de esclerddios,
adotando o método das placas invertidas, no qual se
utilizaram duas bases de placas de Petri, uma con-
tendo a colbnia de T. azevedoi na fase de esporula-
¢do (96 horas de cultivo) e outra, esclerédios de S.
sclerotiorum. As placas foram sobrepostas e seladas,
mantendo-se o antagonista na parte inferior. Nessa
condig¢ao, 100% dos esclerddios testados nao germi-
naram. Contudo, esse resultado ndo foi alcancado
guando utilizadas culturas de T. azevedoi ainda em
crescimento micelial; possivelmente, o antagonista
nesta fase do desenvolvimento ainda ndo é capaz de
expressar todo o arsenal de COVs necessario para
inibir a germinacgao dos esclerddios.

Essa mesma técnica que promove uma at-
mosfera compartilhada entre antagonista e patége-
no foi adotada no estudo de Hussein et al. (2020).

Dessa vez, a base da placa superior recebeu um dis-
co de micélio de S. sclerotiorum. Os COVs emitidos
pela cultura de T. koningiopsis T-403 localizada na
placa inferior inibiram, em torno de 54%, o cresci-
mento micelial de S. sclerotiorum.

Com intuito de avaliar a severidade do mo-
fo-branco causado por col6nias do patégeno, apds
cultivo por até trés geragdes consecutivas em at-
mosfera compartilhada com T. azevedoi, plantas de
alface foram inoculadas com discos de micélio de
S. sclerotiorum. Observou-se que quando a colbnia
passou por apenas uma etapa de exposicao ao anta-
gonista, a severidade da doenca foi de 100%, avalia-
da em termos de porcentagem de folhas infectadas
em relacdo a de folhas sadias. Porém, quando as
plantas foram inoculadas com culturas que passa-
ram por duas ou trés etapas de exposicao, houve um
atraso no aparecimento dos sintomas e a severida-
de da doenca foi reduzida ao nivel de 20%, nos tra-
tamentos com trés exposicdes (SILVA et al. 2021b).

Acredita-se que o perfil de COVs é caracte-
ristico para cada espécie de fungo, porém pode ser
alterado por meio de mudancas nas condi¢des nu-
tricionais do substrato de cultivo, idade da cultura
e, também, pela interacdo antagOnica com outros
fungos. Silva et al. (2021a), observaram a inibicdo
do crescimento micelial de S. sclerotiorum por COVs
de seis linhagens de Trichoderma emitido em fases
distintas de desenvolvimento: crescimento micelial,
esporulacdo e durante o pareamento com o patége-
no. Quantificou-se também a esporulacdo das linha-
gens testadas. Em todas as trés condicdes, os COVs
produzidos por T. azevedoi, apresentaram efeito
inibitério, embora a inibicdo tenha sido menos evi-
denciada quando as culturas de S. sclerotiorum esti-
veram expostas na fase de crescimento micelial do
antagonista. Ja a linhagem de T. lentiforme CEN1416
apresentou maior esporulagao, fato nao relaciona-
do com melhor capacidade de inibir S. sclerotiorum
pela producdo de COVs.

Trabalhos de pesquisa sdo conduzidos com
o objetivo de isolar compostos bioativos para o de-
senvolvimento de novos produtos para o controle de
doencas de plantas (SPITELLER 2015). Assim, Cai et
al. (2013) caracterizaram o composto harzianolide
produzido por T. harzianum SQR-T037. Relato dos
autores indicam que harzianolide contribuiu para
prevenir a infeccdo causada por S. sclerotiorum em
plantas de tomate. As reducdes das lesGes nas fo-
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Ihas foram de 28,5 e 30,7%, quando o composto foi
usado na concentracao de 1 ppm e 0,1 ppm, respec-
tivamente.

Em outro estudo realizado por Cruz-Maga-
Ihdes et al. (2019), os COVs produzidos por Tricho-
derma atroviride IMI 206040 e linhagens mutantes
de delecdo dos genes NoxR, Nox1 e Nox2 foram com-
parados quanto a inibicdo micelial de S. sclerotio-
rum, pelo método da atmosfera compartilhada. Os
resultados demonstraram que a linhagem selvagem
e os mutantes de delecdo dos genes NoxR e Nox1
inibiram o crescimento micelial de S. sclerotiorum,
ao contrario do mutante de delecdo do gene Nox2.
Esses achados sugerem que a producdao de COVs
com atividade antagonista é regulada pelo gene
Nox2, enquanto os genes NoxR e Nox1 poderiam
estar relacionados a uma repressao das emissdes
dos COVs com efeitos inibitdrios no crescimento mi-
celial. Esses genes estdo relacionados a transcricdo
de NADPAH oxidases, sendo essas as principais pro-
dutoras de espécies reativas de oxigénio em fungos
(MARSCHALL & TUDZYNSKI 2016). Nesse mesmo es-
tudo, foi analisado o perfil dos COVs emitidos pela
linhagem selvagem e pelas linhagens mutantes, e
ao se fazer uma correlagdao entre os compostos
produzidos e os resultados de inibicao micelial, foi
possivel sugerir que Nox2 pode ser um regulador da
producdo de compostos pertencentes ao grupo das
pironas e terpenos (CRUZ-MAGALHAES et al. 2019).
Ambos grupos estao relacionados a atividades anti-
fungicas de Trichoderma (RAMADA et al. 2019).

Silva et al. (2020) observaram a morfologia
do micélio e o perfil proteico de S. sclerotiorum apds
a exposicao aos COVs emitidos por seis linhagens
de Trichoderma. Todas as linhagens do antagonista
testadas diminuiram a largura das hifas do patdge-
no, com destaque para a linhagem de T. azevedoi
CEN1241, que também apresentou até 35% de inibi-
¢do do crescimento micelial e maior efeito inibitério
na producdo de proteinas diferenciais, comparado
ao tratamento controle de S. sclerotiorum.

Biofungicidas a base de Trichoderma sao im-
portantes aliados no manejo de doencas de plantas,
incluindo o mofo-branco, em diferentes culturas. O
uso desses produtos apresenta diversas vantagens
e uma delas é o fato de atuarem em diferentes vias
metabdlicas dos patdgenos, gracas aos diferentes
mecanismos de acdo utilizados por esses fungos.
Assim, varios desses produtos, além de dificulta-

rem a pressao de selecdo de patégenos resistentes
aos fungicidas, sdo capazes de controlar diversos
agentes patogénicos. A atividade antimicrobiana
dos COVs que os habilitam a atuar sobre micélio e
esclerddios de patdgenos, incluindo S. sclerotiorum
(OJAGHIAN et al. 2019), contribui para o controle
preventivo da doenca. Além do controle de pato-
genos, a emissao de COVs de Trichoderma também
pode estar relacionada a promoc¢do de crescimen-
to de plantas, levando a um aumento de biomassa
e crescimento de raizes secundarias (JALALI et al.
2017; WONGLOM et al. 2020).

5. Compostos organicos volateis de Tricho-
derma na promogao de crescimento de plantas

Trichoderma spp., ao se estabelecerem na ri-
zosfera podem estimular o crescimento das plantas
(GONZALEZ & FUENTES 2017; JALALI et al. 2017). A
promocdo de crescimento tem sido relacionada a
producdao de hormoénios, metabdlitos secundarios,
maior eficiéncia no uso de alguns nutrientes, au-
mento da disponibilidade e absorcao de nutrientes
(MACHADO et al. 2012; CHEN et al. 2016; ESTRADA-
-RIVERA et al. 2019). As plantas mantém uma intera-
¢do complexa com suas populacées rizosféricas que
é crucial para a assimilacdo de nutrientes e ao seu
desenvolvimento. Essas associagdes mutuamente
benéficas sdao possiveis porque plantas e microrga-
nismos podem comunicar-se entre si por meio de
varias formas de sinalizacdo. Os vegetais sdo capa-
zes de sentir e responder a populacdo bacteriana e
fungica que habita a rizosfera e aos seus produtos,
como auxinas, citocininas e lactonas (ORTiZ-CASTRO
et al. 2009).

Gonzdlez-Peres & Acalde (2018), utilizando a
técnica da placa de Petri dividida para avaliar o po-
tencial de T. virens e T. atroviride, demonstraram que
os COVs produzidos pelas duas espécies testadas in-
fluenciaram o crescimento de Arabidopsis thaliana.
O incremento de peso fresco das plantulas foi maior
com a linhagem de T. virens em meio BDA, cerca de
2,5 vezes o peso fresco obtido com a linhagem de T.
atroviride. Além disso, as plantulas em contato com
os COVs de T. virens em sistema divido geraram um
maior numero de raizes laterais e um maior compri-
mento da raiz principal. Nesta interagao, um total de
41 COVs foram detectados, compreendendo terpe-
nos, alcoois, alcenos e cetonas, além de compostos
aromaticos. Os terpenos foram os mais abundantes
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(85,3%). Entre estes, a classe mais abundante foi a
dos sesquiterpenos (SQTs), produzidos por ambas as
espécies. Em relacdo as plantulas de A. thaliana sem
interacdo com fungos, nao foi detectada a producao
de SQTs, o que comprova a producdo dos compostos
promotores do crescimento por linhagens de Tricho-
derma.

Estrada-Rivera et al. (2019), utilizando a téc-
nica de placa dentro de placa observaram que a au-
séncia de HDA-2 prejudica a capacidade de Tricho-
derma para colonizar raizes de A. thaliana, afetando
assim a promogao do crescimento e modulagdo das
defesas da planta. Além disso, os ensaios de placa
dividida com nove COVs diferentes revelaram que
2-heptanol, 2heptanona e 3-octanol promoveram o
crescimento em mudas de A. thaliana, favorecendo
a sintese de hormdnios vegetais, como auxinas e eti-
leno.

Outro estudo envolvendo a acdo de COVs de
Trichoderma spp. sobre o desenvolvimento de A.
thaliana mostrou que esses compostos atuam em
diferentes sistemas de defesa e desenvolvimento
das plantas (JALALI et al. 2017). A presenga de COVs
de Trichoderma promoveu a formacgao de raizes la-
terais, o incremento de drea foliar e intensificacao
da tonalidade verde escuro das folhas. As plantas
expostas por 14 dias aos COVs de T. koningii, acu-
mularam menos perdxido de hidrogénio (H,0,) sob
estresse salino. Esses resultados podem refletir o
possivel papel dos COVs produzidos por esta espé-
cie de Trichoderma, na protecao de plantas contra o
dano oxidativo sob estresse salino.

Lee et al. (2016) identificaram mais de 141
compostos exclusivos de Trichoderma, incluindo va-
rios sesquiterpenos, diterpenos e tetraterpenos, os
guais atuam como promotores de crescimento em
plantas. A exposicdo de mudas de Solanum lycoper-
sicum por 14 dias a esses compostos proporcionou
um aumento significativo (41,2% de biomassa vege-
tal e 70% de teor de clorofila), em comparagdo com
as plantas ndo expostas aos COVs do fungo. Os au-
tores também observaram que o crescimento do to-
mateiro é dependente do periodo de exposicdo aos
volateis. A duragdo da exposicdo estendida em 21
dias levou a um aumento maior na biomassa vegetal
(99,7%) e no teor de clorofila (100%). Além disso, os
autores observaram que essas mudancas mediadas
pelos COVs sdo espécie-especificas, mas variam en-
tre linhagens de Trichoderma.

Lee et al. (2019) realizaram o primeiro relato

dos efeitos de concentracdes de COVs sintetizados
no crescimento de plantas e na expressao génica
em A. thaliana. Nesse estudo, sementes e plantas
com 14 dias de idade foram submetidas a exposi¢ao
de 0,5 pg L de padrdes quimicos de 26 COVs emiti-
dos por Trichoderma e identificados. Sete compos-
tos (1-deceno, 2-heptilfurano, 2-metil-1-propanol,
2-metil-1-butanol, 3-metil-1- butanol, 2-heptanona
e locten-3-ol) foram, ainda, testados a concentra-
cdo fisioldgica (10 ng L?'). Os compostos 3metil-
-1-butano-l, 1-deceno e 2-heptilfurano promoveram
aumentos significativos no peso fresco e no conteu-
do total de clorofila. As plantas expostas ao 1-dece-
no apresentaram maior aumento no peso fresco da
parte aérea (38,9%) e no teor de clorofila (67,8%).
Uma analise de sequéncias de RNA foi realizada em
plantas tratadas com vapores de 1-deceno. A ex-
pressao de 123 genes foi afetada diferencialmente,
englobando genes envolvidos na modificagdao da
parede celular, na indugdo de auxina, no estresse e
respostas de defesa, bem como varias classes princi-
pais de genes relacionados ao estresse, mostrando
regulacdo negativa.

Por sua vez, Nieto-Jacobo et al. (2017) mos-
traram que a producdo de acido indol3acético (IAA)
é linhagem-dependente e diversos estimulos exter-
nos estdo associados a sua producdo. Esses autores
mostraram que o comprimento da raiz primaria de
A. thaliana foi afetado negativamente pela intera-
¢do com algumas linhagens de Trichoderma. Ensaios
in vivo, utilizando solo como substrato, indicaram
um efeito continuo no crescimento da planta e isso
também foi dependente da linhagem. Ja ensaios in
vitro revelaram que algumas linhagens de Trichoder-
ma inibiram a expressdo do gene repodrter de auxina
DR5, nas raizes primarias de Arabidopsis, mas nao
nas raizes secundarias. Quando culturas de Tricho-
derma e plantas de A. thaliana foram fisicamente
separadas, observaram-se aumento da biomassa
da parte aérea e da raiz, bem como aumento da
producao de raizes e conteudo de clorofila. Essas
informagbes sugerem fortemente que a producao
de volateis pelo fungo exerceu influéncia sobre os
parametros analisados. Em conjunto, os dados ob-
tidos mostram que os mecanismos e moléculas en-
volvidas na promog¢ao do crescimento vegetal por
Trichoderma spp. sao multivaridveis e sao afetados
pelas condi¢des ambientais.

Wonglom et al. (2020), em estudos com plan-
tulas de alface, utilizando a técnica de placa dividida,
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constataram que os COVs emitidos por T. asperellum
T1 aumentaram significativamente o nimero de fo-
Ihas e raizes, biomassa vegetal e teor de clorofila
total na alface. Além disso, as analises de cromato-
grafia gasosa e espectrometria de massa revelaram
que T. asperellum T1 emitiu 22 compostos volateis,
0s quais estariam envolvidos na atividade antifungi-
ca, induzindo respostas de defesa e promovendo o
crescimento em alface.

Silva et al. (2021b) avaliaram também a pro-
mogao do crescimento de alface por T. azevedoi
CEN1241, expondo as plantas aos COVs pela téc-
nica de placa de Petri invertida, e, também, utili-
zando sacos de tecido voal preenchidos com solo,
conforme descrita no item 3.3. Os resultados desses
ensaios indicaram a presenga de 33 COVs, os quais
foram identificados por cromatografia gasosa e es-
pectrometria de massa, cobrindo seis classes quimi-
cas diferentes: dlcoois, ésteres, cetonas, compostos
aromaticos, aldeidos e sesquiterpenos. Entre os 33
COVs detectados, 16 foram identificados e 6 foram
inferidos. A maior diversidade de COVs foi de ses-
quiterpenos, seguidos por cetonas, ésteres, alcoois,
aromaticos e aldeidos. Observou-se a promogao do
crescimento das plantas, com incremento médio
de 133% da massa fresca total, 30% da parte aérea,
28% do comprimento da raiz e 86% na largura da
folha expandida, em plantulas de alface.

Como relatado, o nimero de trabalhos que
mostram o efeito de COVs no crescimento de plan-
tas ainda é limitado e foram conduzidos com um nu-
mero restrito de culturas, em grande maioria utili-
zando A. thaliana. Esforcos devem ser direcionados
aos estudos com outras culturas, a fim de ampliar os
conhecimentos sobre o papel dos COVs no controle
bioldgico e na promogado do crescimento de plantas.

6. Perspectivas futuras

Do ponto de vista pratico, a caracterizacao
dos perfis quimicos desses compostos pelo uso das
técnicas analiticas de identificacdo é de vital im-
portancia, pois permite uma adequada selecdao de
isolados com maior eficiéncia e mais seguros para o
controle de diferentes fitopatégenos.

Vdrias estratégias bioquimicas e molecula-
res podem ser aplicadas para identificar os genes
e compostos envolvidos nas interagdes planta-pa-
tégeno-antagonista e possibilitam o entendimento
das bases genéticas e moleculares do controle biold-
gico de doengas. Sequenciamentos de nova geragao

possibilitam o conhecimento do genoma completo
de espécies de interesse e a identificacdao de genes
transcritos durante essas interagdes triplices. A edi-
¢do genOmica pela tecnologia Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR/
Cas9) possibilita a realizacdao de alteragdes especi-
ficas no DNA gendmico do organismo-alvo e vem
trazendo grandes avangos nos estudos do genoma
funcional de fungos agentes de controle bioldgico.
Essa tecnologia foi utilizada em estudos com T. ree-
sei, mostrando ser eficiente para introducdo de de-
lecdes gendmicas (VALADARES-INGLIS et al. 2020).

Compostos antimicrobianos contribuem
significativamente para a atuacdao dos agentes de
biocontrole e podem também ser isolados e sinte-
tizados para producao em larga escala e comercia-
lizacdo. Entretanto, o maior problema quanto ao
uso como fungicidas e/ou fertilizantes, no caso dos
COVs, além da dificuldade para deteccdo de qual
composto é realmente eficaz, é a rapida evaporagao
desses compostos a temperatura ambiente. Nesse
contexto, a nanotecnologia apresenta grande po-
tencial de aplicacdo, especialmente para liberacdo
controlada de pesticidas e/ou fertilizantes, contri-
buindo para uma agricultura de precisdo, na qual se
busca a liberagdo de doses precisas desses produ-
tos. Esta tecnologia também vem sendo estudada
para melhorar a viabilidade e promover a liberagao
lenta dos produtos bioldgicos no ambiente, por con-
ferir maior estabilidade a esses bioativos.
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