CariTuLO 4

Trichoderma e seus
mecanismos de a¢io para o
controle de doencas de plantas

Enrique Monte
Wagner Bettiol

Rosa Hermosa

Introducio

Trichoderma € um género de fungos anamorfos (aqueles cuja reprodugio sexual ndo é
conhecida) que foi descrito ha 225 anos para classificar um fungo decompositor de madeira
que produzia massas de esporos verdes nos extremos das hifas foi denominado Trichoderma
viride. Quase 70 anos depois foi comprovado que T, viride era a forma assexual do ascomiceto
Hypocrea rufa. Atualmente, a taxonomia admite o nome “Trichoderma” para todos os fungos
que possuem as caracteristicas do género, apresentando ou ndo reproducio sexual dentro do
género Hypocrea, e somente se utiliza o nome “Hypocrea” quando se observam ascosporos
em uma cepa de Trichoderma.

Com os dados moleculares, que se dispde, atualmente, para manejar a taxonomia de
Trichoderma, o nimero de espécies passou de nove grupos de espécies estabelecidas, a partir
de diferentes atributos morfologicos, para mais de 200 (Atanasova, 2014). Este nimero segue
crescendo devido, principalmente, aos trabalhos desenvolvidos pela Subcomissio Internacional
para a Taxonomia de Trichoderma e Hypocrea (ISTH), a qual tem desenvolvido métodos para
uma identificaio rapida e classificacio molecular de novas espécies. Alem de uma correta
identificacio das cepas de Trichoderma que sio selecionadas como agentes de controle biolégico
de doengas de plantas (Hermosa et al., 2000), os métodos moleculares permitem realizar estudos
de colonizacio de substratos e nichos ecologicos (como por exemplo: solos, madeiras, rizosfera,
etc.) por meio de PCR a tempo real e marcadores de tipo SCAR (Rubio et al., 2005).

Em outros capitulos deste livro sdo descritas as principais caracteristicas do género
Trichoderma e discutido que algumas cepas deste fungo filamentoso sdo versateis agentes de
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controle biologico de doencas de plantas, aplicaveis de diversas maneiras na agricultura e que
sio eficazes frente a distintos tipos de patogenos, em numerosos cultivos e em diferentes partes
da planta, além de agirem em condi¢des ambientais e edaficas distintas. Neste capitulo serdo
abordados os conhecimentos detalhados das espécies de Trichoderma e seus mecanismos de
acio, ndo somente como agentes de controle bioldgico, mas também como microrganismos
simbiontes com plantas, constituindo em um modelo de estudo para aproximacdes moleculares
mutualistas entre fungos e plantas, que permitem aos fungos se alimentarem e crescerem e ds
plantas se desenvolverem e se defenderem frente ao ataque de patogenos e situagdes de estresses
abioticos e bidticos.

Por que Trichoderma é tio singular?

Esta pergunta pode ser respondida afirmando que a principal caracteristica das espécies
de Trichoderma ¢ que sio dotadas de grande oportunismo, apresentando alta capacidade de
colonizar a rizosfera das plantas e muitos substratos com diferentes caracteristicas, em ambien-
tes tio distintos como os da Antartida, do Caribe, da Amazonia ou do Saara. A maioria das
cepas de Trichoderma vive em climas temperados e solos acidos. Entretanto, podem produzir
estruturas de resisténcia, clamidosporos e microesclerddios, e com isto sio capazes de sobrevi-
verem em condi¢des muito adversas. Alem disso, tém sido obtidas cepas de Trichoderma com
potencial de biocontrole de fitopatdgenos que crescem em altas temperaturas, solos salinos ou
alcalinos e sob condi¢des de baixa umidade.

Os fungos se alimentam absorvendo nutrientes por meio de suas hifas. Assim, para
poder atravessar a parede celular e utilizar os componentes como nutrientes, os subs-
tratos de alto peso molecular necessitam ser hidrolisados a moléculas menores. Para
isto, os fungos liberam enzimas extracelulares que, quanto mais diversas e numerosas,
proporcionardo maiores vantagens para viverem em ambientes com diferentes condigdes.
O sequenciamento e a comparacio dos genomas de diferentes espécies de Trichoderma
demonstraram que esses organismos possuem um elevado numero de genes que codifi-
cam chaperonas (proteinas que reparam os danos celulares provocados pelo crescimento
em condicdes adversas) e transportadores ABC (proteinas da membrana celular que
facilitam a entrada de muitos nutrientes e precursores biossintéticos, que secretam me-
tabolitos primarios e secundarios, e que eliminam substancias toxicas e agroquimicos
absorvidos pelas células) que lhes proporcionam um amplo oportunismo ambiental.
E especialmente relevante para as espécies de Trichoderma o fato de possuirem grande
nimero, em qualidade e quantidade, de genes que codificam enzimas hidroliticas, como
por exemplo as glucanases, quitinases e proteases, de todo Reino Fungi. Esta caracteris-
tica, associada ao grande arsenal de metabolitos secundarios produzidos, muitos deles
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com atividade antibiotica, assinalam o micoparasitismo como a forma de vida ancestral deste
género (Kubicek et al., 2011).

Em um evento evolutivo posterior, as espécies de Trichoderma que parasitavam as hifas de
fungos decompositores de madeira obtiveram, por transferéncia horizontal de genes, a capaci-
dade de degradar a matéria orginica vegetal (Druzhinina et al., 2018), adquirindo desta forma
as enzimas necessarias para alterar o seu estilo de vida em direcio a colonizacio da rizosfera,
o endofitismo e a relagio benéfica e estavel com as plantas.

O micoparasitismo de Trichoderma

Uma das caracteristicas mais relevantes do género Trichoderma € a sua capacidade para
parasitar fungos. A habilidade de T virens para enrolar, penetrar e destruir o conteudo cito-
plasmatico de Rhizoctonia solani € conhecida ha muito tempo (Weindling, 1932). Igualmente
¢ conhecido que metabdlitos produzidos por T. virens sio capazes de inibir o crescimento de
R. solani e Monilinia fructicola (Weindling, 1934).

Estudos ecofisiologicos demonstraram que, em maior ou menor escala, todas as espécies
de Trichoderma sio eficazes parasitas de fungos fitopatogénicos e de oomicetos (Druzhinina
et al.,, 2018), como uma estratégia de nutricio biotrofica. Nio obstante, as espécies de Tricho-
derma também sdo capazes de se alimentarem de biomassa de fungos e de oomicetos mortos,
resultando ser mais adequado utilizar o termo micotrofia para definir este estilo de vida
tio comum nas espécies de Trichoderma. Estudos de genomica comparada entre espécies de
Trichoderma indicaram uma predisposicdo genética em direio da micotrofia (Kubicek et al.,
2011). A associagio de cepas de Trichoderma e Hypocrea com basidiomicetos que degradam
madeira ou com fungos fitopatogénicos, crescendo e parasitando suas estruturas de repouso,
como os esclerodios, tem sido proposta como uma etapa prévia da colonizagio do material
vegetal como nicho ecologico opcional. De fato, T reesei produz enzimas celuloliticas e hemi-
celuloliticas que tem permitido a esta espécie viver sobre material vegetal, pré-degradado por
decompositores e patogenos fungicos, mais do que a custa de outros fungos.

Apesar da amplitude do género, a maior parte dos estudos de micoparasitismo por
Trichoderma foi realizada com poucas espécies, como T harzianum, T virens, T. viride, T.
atroviride e T, asperellum (Figura 1).

Genes relacionados com o micoparasitismo respondem transcricionalmente ao fitopa-
togeno e foram identificadas enzimas que degradam a parede celular (Cell Wall Degrading
Enzyme - CWDE), como quitinases e glucanases, expressas nas interacdes de Trichoderma spp.
com fungos fitopatogénicos. Trichoderma virens e T atroviride possuem o maior nimero de
enzimas quitinoliticas (36 e 29, respectivamente) descritas em fungos (Kubicek et al., 2011).
Possivelmente devido 4 sua redundéncia, a delecio de certos genes de quitinases em algumas
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Figura 1. Cultivos pareados em placas de Fusarium oxysporum (esquerda) e Trichoderma spp. (direita)
apos 120 h de crescimento em meio batata-dextrose-agar. T6=Trichoderma parareesei, T7=Trichoderma
hamatum, T11=Trichoderma atroviride, T25=Trichoderma asperellum, T34=Trichoderma harzianum e
T87=Trichoderma virens; C=testemunha.

espécies de Trichoderma ndo resultaram em perdas das habilidades micoparasiticas e de bio-
controle (Harman et al., 2004). Outro polimero da parede celular fungica é o glucano que, em
fungdo da sua composigio, ¢ hidrolizado por B-1,3-, p1,6- ou a-1,3-glucanases secretadas por
Trichoderma, e os genes que codificam [-1,3-glucanases também estdo super representados
(18) nos genomas de T virens e de T atroviride (Kubicek et al., 2011).

Muitos genes que codificam proteases e transportadores de oligopeptideos se expressam
antes ¢ durante o contato com o patgeno em distintas espécies de Trichoderma. A maioria
destas proteases, 33 subtilisinas presentes em T virense 36 em T atroviride, pertencem a familia
subtilisina serina proteases, que aparecem sobre-representadas entre ESTs (expressed sequence tags
- marcadores de sequéncia expressa) de T harzianum obtidas em condigdes de micoparasitismo
simulado (Sudrez et al., 2007) e de T atroviride em contato com R. solanie . sclerotiorum (Seid!
et al, 2009). A relacio direta entre as proteases ¢ a atividade micoparasitica foi demonstrada
a0 observar um incremento da capacidade de biocontrole em cepas de T. atroviride que sobre-
expressavam a subtilisina Prb1 (Flores et al., 1997). Ainda que se trate de uma atividade menos
conhecida, as proteases de Trichoderma também sdo capazes de desempenhar seu potencial de
biocontrole de forma direta frente a nematoides (Sudrez et al., 2004).

A diversidade das enzimas degradadoras da parede celular (CWDE) com estrutura e
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propriedades cinéticas tdo distintas (Sanz et al., 2004) permite evitar os sistemas de defesa dos
patogenos alvos. As enzimas degradadoras da parede celular de distintas cepas de Trichoderma
tém demonstrado sua eficacia inibindo a germinagdo de esporos, o crescimento de hifas e
0 desenvolvimento de estruturas de resisténcia como esclerodios e clamidosporos de um
amplo niimero de patogenos, como por exemplo: Armillaria, Botrytis, Colletotrichum,
Diaporthe, Fusarium, Helminthosporium, Macrophomina, Monilia, Monilinia, Nectria,
Phoma, Phytophthora, Plasmopara, Pseudoperonospora, Pythium, Rhizoctonia, Rhizopus,
Sclerotinia, Sclerotium, Ustilago, Venturia, Verticillium, etc.; assim como de fungos que causam
podriddes de madeira e incluso vetores de doencas causadas por virus como o protozoario
Polymyxa (Monte, 2001). Ademais, como foi comprovado no controle de Botrytis, a aplicacio
combinada de quitinases e glucanases purificadas de T harzianum podem ser tio eficazes
como as doses efetivas da maioria dos fungicidas quimicos (Monte, 2001).

A antibiose de Trichoderma

A producio de metabélitos secundarios por cepas de Trichoderma também apresenta
grande variedade e aplicacio potencial, pois com varios milhares de compostos distribuidos
em mais de 120 estruturas moleculares, constituem uma das fontes de maior diversidade me-
tabolica do Reino Fungi (Hermosa et al., 2014). Entre os mais estudados estdo os peptaiboles,
pequenos peptideos nio ribossomicos (NRP), poliquetidios (PK), terpenos e pironas como
a 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP), responsavel pela cor amarela e cheiro de coco de muitos
cultivos de Trichoderma. Estudos de gendmica comparada demostraram que as espécies de
Trichoderma tém as maiores reservas de clusters de genes relacionados com a biossintese de
metabolitos secundarios e que T atroviride e T virens albergam mais genes de NRP sintetases
e de PK sintases que nenhum outro fungo filamentoso (Kubicek et al, 2011; Mukherjee et
al, 2012).

E conhecida a atividade antiftingica in vitro de muitos dos metabolitos secundérios
produzidos por Trichoderma frente a Botrytis, Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia,
Stachybotrys, Colletrotrichum, Penicillium, Aspergillus e Gaeumannomyces entre outros
fungos e a Phytophthora e Pythium (Hermosa et al, 2014). Nio obstante, sio escassos os
ensaios conduzidos para se conhecer a eficacia de biocontrole de uma doenca de planta por
um determinado metabélito em condicdes de campo (Keswani et al., 2014; Li et al., 2014).

Os metabolitos de Trichoderma contribuem com as enzimas degradadoras da parede celu-
lar no potencial de controle. Contudo, nio parece ser rentavel a producio de um determinado
metabOlito para sua aplicacio direta em um cultivo agricola. Alguns dos metabolitos sio
fitotdxicos, como o trichoteceno e a trichodermina, que por este fato impede o uso de T
brevicompactum como agente de controle biologico (Tyjerino et al.,, 2011). A acio inseticida
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de alguns metabélitos de Trichoderma, isoladamente ou combinados com proteases, foram
testados frente a pulgdes (Shakeri; Foster, 2007; Evidente et al., 2009) e foi descrita a capa-
cidade entomopatogénica de NPR gliotoxina (Vargas et al,, 2014). E interessante destacar o
poder dissuasivo de alguns metabolitos de Trichoderma frente a insetos praga (Sabatini et al.,
2012) e a possibilidade de abrir uma linha de pesquisa que explore os efeitos dos metabolitos
de Trichoderma em atrair predadores e parasitoides dessas pragas (Contreras-Cornejo et al.,
2018), de forma direta ou por meio da indugio da producio de metabolitos com esses mesmos
efeitos nas plantas. A atividade dos metabolitos de Trichoderma, aplicados isoladamente ou
combinados com os microrganismos benéficos para as plantas, sem duvida contribuird para
o desenvolvimento de uma nova geracio de bioestimulantes e bioprotetores mais efetivos e
ecologicamente amigaveis que os existentes atualmente no mercado (Marra et al., 2019).

A competicio de Trichoderma

Competicio & um comportamento desigual de dois ou mais organismos por um mesmo
requerimento ou recurso, de maneira que a utilizagio deste por um deles reduz a quantidade
disponivel para os outros. Estes requerimentos ou recursos podem ser nutrientes, oxigénio,
espaco fisico, luz, etc.

A ubiquidade de Trichoderma em solos naturais e agricolas, em todas as partes do
mundo, ¢ uma prova de que é um bom competidor por espago e pelos recursos nutricionais.
Trichoderma é encontrado em quase todos os solos e também em habitats naturais que contém
grandes quantidades de matéria orgnica, onde se comporta como excelente decompositor de
material vegetal e fingico. Além disso, muitas espécies de Trichoderma mostram uma grande
versatilidade metabolica que lhes permitem crescer utilizando uma ampla gama de fontes de
carbono e de nitrogénio. Por outro lado, a capacidade para colonizar a rizosfera das plantas
¢ um ponto chave neste processo uma vez que um agente de controle biologico que nio
apresente capacidade de crescer na rizosfera nio podera competir por espaco e nutrientes.

As plantas se defendem dos patogenos gerando condicdes adversas, como a producio de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que dio lugar a um estresse oxidativo que dificulta o aces-
so dos fitopatogenos aos tecidos da planta hospedeira. Precisamente, uma caracteristica que
permite a Trichoderma competir na rizosfera ¢ a sua elevada tolerdncia ao estresse oxidativo.
Algumas cepas de Trichoderma apresentam a particularidade de suportar niveis de ROS que
outros fungos nio conseguem tolerar (Moran-Diez el al., 2010). A sintese de ROS & um dos
principais eventos que se produz nas interagdes patogénicas em 0rganismos eucariotas e as
NADPH oxidases (fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida) estio implicadas na
formagdo de ROS. As analises funcionais de um gene que codifica uma NADPH oxidase de
T harzianum demonstraram que Trichoderma induz em seu proprio beneficio e, igual que
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R. solani, tolera melhor que outros fungos o estresse oxidativo, uma vez que favorece o anta-
gonismo frente a patogenos como Pythium (Montero-Barrientos et al,, 2011). Por outro lado,
em um projeto de alternativas ao brometo de metila em cultivos de morango, comprovamos
que os primeiros colonizadores dos solos fumigados, quando todavia tinham um elevado po-
tencial redox, foram cepas de Trichoderma que foram obtidas praticamente em cultivo puro,
devido seguramente a sua melhor adaptacio a um ambiente altamente oxidante.

Em sua relacio simbiotica com as plantas, Trichoderma implanta mecanismos
antioxidantes e induz nas raizes e na parte aérea da planta uma diminuigio dos niveis de ROS
quando sio prejudiciais para a planta, fato que leva a uma melhor tolerincia ao deficit hidrico
e outros estresses abioticos (Mastouri et al, 2012). Os genomas de Trichoderma parecem
desenhados para expressar seu grande oportunismo. Assim, o genoma de T virens apresenta
um elevado niimero de genes que codificam transportadores ABC implicados nos processos
de detoxificagio de compostos inibidores produzidos pela defesa da planta. Ruocco et al.
(2009) demonstraram que a expressio de um gene que codifica um transportador ABC, em T
atroviride, ¢ favorecida por metabélitos e micotoxinas produzidos por fungos fitopatogénicos.
Alem disso, demonstraram com a sua supressio a importancia da detoxificacio na agio de
Trichoderma no controle de Rhizoctonia e Pythium (Ruocco et al., 2009). A posse de um tipo
de chaperonas, conhecidas como proteinas heat shock (HSP), também permite a Trichoderma
sobreviver na rizosfera sob condicdes edaficas e climaticas muito adversas, tolerando estresses
termicos por calor e frio, oxidativos, osmoticos e salinos (Montero-Barrientos et al., 2008).

Trichoderma pode produzir sider6foros que colaboram com a sua sobrevivéncia e melhora
a sua competi¢ao na rizosfera em baixas concentragdes de ferro (Mukherjee et al,, 2012). Alem
de siderdforos, podem solubilizar fosfatos mediante processos de acidificagio, redox, quelagio
¢ hidrolises (Li et al., 2015). Além disso, fot verificado que ocorreu aumento na expressio de
genes de T reesei relacionados com a aquisigio de nutrientes quando esta em contato com
R. solani (Atanasova et al., 2013). Embora sejam conhecidos, ha muito tempo, casos em
que se discute a competicio como responsavel direta do efeito antagénico de Trichoderma
(Sivan; Chet, 1989), nio ¢ facil determinar se a competicio por si somente ¢ suficiente para
que Trichoderma exerga sua agio antagonista ou se por contrario, Outros mecanismos como
a antibiose ou 0 micoparasitismo preparam as condigdes para que a competi¢io se leve a
cabo de uma forma mais eficaz. Um método sensivel para demonstrar a substituicio de um
patogeno por um agente de controle bioldgico consiste no uso de cepas de Trichoderma
resistentes a um fungicida e cultivos de raizes em meios suplementados com este fungicida,
onde somente crescera a cepa de biocontrole. Entretanto, ndo devemos esquecer que uma
cepa de Trichoderma que seja excelente colonizadora da rizosfera nio tem por que ser
necessariamente um bom agente de controle biologico.
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A interagio de Trichoderma com as plantas

Um atrativo de Trichoderma em comparacio a outros agentes de biocontrole é a sua capa-
cidade para promover o crescimento das plantas. Ha 35 anos, Baker et al. (1984) descreveram
o maior peso seco de folhas de rabano quando cultivado na presenca de Trichoderma.

Estudos posteriores constataram que Trichoderma acelerava a germinagio de sementes de
pimentio e incrementava a altura de plantas de pepino, assim como o peso seco de plantas
de pimentdo, pepino e tomate com aplicagio em concentracio superior a 10° conidios/g de
solo (Chang et al., 1986). Estd bem documentado que Trichoderma promove o crescimento
da parte aérea das plantas e que produz auxinas e metabolitos como 6PP que favorecem o
desenvolvimento das raizes (Vinale et al., 2008; Contreras-Cornejo et al., 2009) e desta forma
as raizes sio mais profundas e vigorosas, proporcionando maior tolerancia a seca (Harman,
2000). Trichoderma também incrementa a absorcio e a solubilizacio de nutrientes (Yedidia
et al., 2001) e favorece a aderéncia hidrofobica e o desenvolvimento de pelos absorventes nas
raizes laterais, com conseguinte aumento da superficie de absorcio (Samolski et al., 2012).

Trichoderma também provoca uma diminuigio dos niveis de etileno (ET) nas plantas,
mediada pela enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, resultando em
maior crescimento das plantas. Esta enzima degrada o ACC, que é um precursor de ET, tendo
sido comprovado que se expressa durante a interacio de T atroviride com plantas de tomate
(Gravel et al., 2007) e de T asperellum com raizes de colza (Viterbo et al., 2010). Trichoderma
aumenta a massa seca e o conteudo de amido e aglicares soltveis das plantas (Shoresh et al.,
2010), o verdor das folhas (Harman, 2000) e a eficacia fotossintetica (Vargas et al., 2009),
estando esta Ultima diretamente relacionada com a assimilagio de nitrogénio (Dominguez et
al,, 2016).

Os efeitos de Trichoderma proporcionando maiores rendimentos nos cultivos tem cola-
borado com a proliferagio de formulacdes comerciais que adotam esta via de registro que ¢
mais flexivel e barata, aproveitando das propriedades de Trichoderma como bioinoculante,
agente fitofortificante ou condicionador das plantas (Woo; Pepe, 2018). Desta forma, evita
submeter-se 4s normas muito mais severas, caras e lentas exigidas para registrar Trichoderma
como agente de controle bioldgico, isto é, como biopesticida.

Devido principalmente 4 sua preferéncia nutricional, Trichoderma abunda mais na rizos-
fera das plantas do que nos solos ndo rizosféricos (Druzhinina et al,, 2011). Apesar de mais
de 90% das plantas terrestres serem colonizadas por fungos micorrizicos, suscetiveis de serem
atacados por agentes micotroficos como Trichoderma, a realidade é que existem estudos a
favor e contra a compatibilidade de Trichoderma com micorrizas arbusculares. Em estudos
in vivo, foram demonstrados efeitos positivos para as plantas com a associacio de micorrizas
com Trichoderma (Chandanie et al., 2009; Buysens et al,, 2016). As micorrizas podem inclusi-
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ve servir de via de entrada de Trichoderma nas raizes (De Jaeger et al., 2010), sugerindo que a
micotrofia tenha colaborado na evolugio de Trichoderma ao endofitismo. Sio poucas as espé-
cies de Trichoderma realmente endofiticas, sendo muito mais numerosas as que se comportam
como endofitos facultativos (Bae et al., 2009).

O colonizagio & um processo que envolve o reconhecimento e aderéncia as raizes, a pene-
tragio na planta, e a resisténcia aos estresses oxidativo e nitrosativo e as enzimas e metabolitos
toxicos produzidos pela planta em resposta a invasio, incluso degradando ativamente com-
postos fenolicos dos exsudatos radiculares (Chen et al., 2011) ou suprimindo a biossintese de
fitoalexinas (Masunaka et al., 2011). Em Trichoderma, o processo de aderéncia a superficie da
raiz pode estar mediado por pequenas proteinas hidrofobicas da superficie externa da parede
celular (hidrofobinas) e por proteinas do tipo expansina capazes de reconhecer a celulose e
modificar a arquitetura da raiz da planta (Mendoza-Mendoza et al., 2018).

O estabelecimento de Trichoderma nos tecidos radiculares pode ser favorecido por ati-
vidades do tipo hemicelulase e poligalacturonase, esta tltima requerida por T harzianum
para a colonizacio ativa da raiz e a inducio das defesas da planta frente a0 ataque de um
patogeno necrotrofico como Botrytis cinerea (Moran-Diez et al., 2009). Uma vez colonizada a
raiz, o crescimento de Trichoderma se vé restringido aos espacos intercelulares do cortex e da
epiderme ja que a aposi¢io de calose na parede celular impede o acesso de Trichoderma aos
sistemas vasculares (Yedidia et al., 1999). Diferentes espécies de Trichoderma podem colonizar
as raizes de muitas plantas e incluso viver endofiticamente, nio somente sem causar danos
se nio protegendo as plantas frente a patogenos e estresses ambientais e incrementando o
rendimento dos cultivos em diferentes sistemas produtivos (Druzhinina et al., 2011; Carrero-
Carron et al,, 2018). O potencial de biocontrole de Trichoderma também pode ser estendido as
plantas daninhas parasitas, uma vez que pode atuar como barreira fisiologica para prevenir a
germinagdo de suas sementes, suprimindo sinais que estimulam o desenvolvimento de plantas
daninhas, como ocorre com a degradagdo de estrigolactonas (Boari et al., 2016).

O dialogo de Trichoderma com as plantas modula os processos de sinalizagio mediados
por fitohorménios (Hermosa et al., 2012). Durante o processo de colonizagio da raiz, um
horménio chave para o reforgar as paredes celulares é o 4cido salicilico (SA), que restringe
Trichoderma ao apoplasto (espaco extracelular constituido pelas paredes celulares e os espagos
entre as celulas por onde circulam a agua e os solutos), prevenindo assim sua chegada até
o sistema vascular. A fungio principal do 4cido salicilico na colonizagio por Trichoderma
for demonstrada com mutantes de Arabidopsis incapazes de sintetizar acido salicilico, uma
vez que as plantas que carecem deste fitohorménio nio acumulam calose e permitem a dis-
seminacio vascular de Trichoderma até as partes aéreas, com o posterior colapso da planta
(Alonso-Ramirez et al., 2014).
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Trichoderma e a indugio de defesas na planta

A enorme variedade de plantas hospedeiras de Trichoderma leva a pensar que nio existe
uma adaptacio especifica do fungo a um tipo de planta em particular, ainda que a compara-
¢ao dos transcriptomas da cepa de Trichoderma virens Gv29-8 em tomate e milho sugira que
o comportamento do fungo esta condicionado por cada planta hospedeira (Moran-Diez et
al,, 2015). Também se sabe que os efeitos positivos de Trichoderma sio extensiveis a muitas
espécies de vegetais, pelo que também se pode pensar que, no didlogo molecular com a planta,
¢ o Trichoderma quem marca uma pauta de comportamento, o que poderia ser chamado de
“efeito Trichoderma”, cujos mecanismos estio comecando a ser compreendidos (Hermosa et
al,, 2012, 2013).

Trichoderma estimula de forma sistémica as defesas das plantas frente ao ataque de pa-
togenos e condicdes edaficas e ambientais adversas, sem a necessidade de estabelecer contato
direto com o invasor ou estar submetida a um estresse prévio. Os patdgenos atacantes mais
habituais controlados sistemicamente pelo efeito Trichoderma sio fungos filamentosos, oomi-
cetos e bactérias (Shoresh et al., 2010), apesar que também se veem ativadas as defesas frente
a nematoides (Medeiros et al., 2017), insetos (Coppola et al., 2017) e virus (Elsharkawy et al,,
2013). Portanto, as plantas nio percebem Trichoderma como um inimigo. Contudo, para al-
cangar a condicio de “amigo” das plantas Trichoderma precisou desenvolver suas capacidades
oportunistas, utilizar os exsudatos da raiz (Vargas et al., 2009) e superar as respostas iniciais de
defesa das plantas (Moran-Diez et al., 2012).

As plantas sio capazes de apresentar respostas imunologicas altamente especificas e man-
ter uma memoéria duradoura frente ao ataque de patogenos. A primeira linha de defesa ativa
se conhece como resposta imune inata, que entra em funcionamento quando moléculas dos
atacantes, conhecidas como padrdes moleculares associados a microrganismos (microbe asso-
clated molecular patterns - MAMP), que sio evolutivamente muito conservadas (beta-gluca-
nos e quitina da parede celular dos fungos, flagelina e peptideo-glucano das bactérias, etc.),
sio detectadas por receptores denominados receptor de reconhecimento de padrdes (pattern
recognition receptors - PRR), que estdo localizados na membrana celular de cada célula vege-
tal. Igualmente, os PRR também respondem a moléculas liberadas pela agio hidrolitica dos
atacantes sobre os tecidos da planta (exemplos: oligdmeros da parede celular e restos cuticu-
lares), que sdo conhecidos como padrdes moleculares associados ao dano (damage-associated
molecular patterns - DAMP).

Quando se estimula um PRR se gera uma cascata de transducio de sinais que da lugar
a uma resposta imune conhecida como imunidade disparada por MAMPs (MAMP-triggered
immunity - MTI). Como resultado, se produz a fortificagio das paredes celulares da planta com
a deposicio de calose e de lignina; a produgio de metabdlitos secundarios com agdo antimicro-
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biana como as fitoalexinas; a acumulagio de proteinas de defesa, conhecidas como proteinas
relacionadas 4 patogénese (pathogenesis-related - PR), entre as quais se destacam as quitinases e as
glucanases que hidrolisam a parede celular de fungos e oomicetos potencialmente invasores; e a
acumulacio de fitohorménios como 4cido salicilico, etileno e acido jasmonico (JA), consideradas
protagonistas principais da resposta imune cujo sinal se transmite sistemicamente através das
células vizinhas. A quantidade, composicio e 0 momento em que a mistura de fitohormonios
produzidos nas células vegetais variam de uma planta para outra e depende de seu estilo de vida e
da estratégia empregada pelos atacantes (Pieterse et al., 2009). No caso de Trichoderma, a resposta
imune, medida por estes fitohorménios, ¢ dependente da cepa, sua concentracio, a duracio da
interagdo e do estado de desenvolvimento e 6rgio da planta (Segarra et al., 2007).

Os patogenos que causam danos nas plantas sio os que evoluiram para suprimir a de-
fesa MTL Eles liberam uma série de moléculas, conhecidas como “efetores”, que modulam
a resposta imune inata e permitem a infeccio ou a colonizagio endofitica (Lo Presti et al,
2015). Os genes que codificam moleéculas efetoras obedecem a distintos padrdes evolutivos e
evidenciam a coevolucio do patogeno com o seu respectivo hospedeiro (Franceschetti et al.,
2017). As proteinas efetoras sio secretadas no apoplasto ou no citoplasma da célula hospedei-
ra. Os efetores também podem se translocar ao interior do nicleo celular, o que sugere que
podem manipular a transcricio na célula hospedeira ou unirse diretamente a componentes
essenciais do nucleo em beneficio do atacante que os ha liberado (Rivas; Genin, 2011). Mais de
80 proteinas efetoras em fungos e oomicetos fitopatogénicos foram clonadas e caracterizadas
(Selin et al., 2016).

Por sua vez, as plantas também evoluiram adquirindo a habilidade de reconhecer os efeto-
res por meio de proteinas citoplasmaticas de resisténcia que contém repeticdes ricas em leucina
(LRRs) e sitios de unido a nucleotideos (NBS), dando lugar a uma resposta imune adaptada
(especifica) conhecida como imunidade disparada por efetores (effector-triggered immunity
- ETI). A coevolugio entre atacantes e plantas tem gerado colegdes de efetores microbianos
intracelulares e proteinas NBS-LRR (também denominadas NLR) que os reconhecem. Assim,
varias NLR estdo super-representadas no proteoma de folhas de tomate em interagio com
Trichoderma atroviride (Marra et al., 2006). Por outro lado, se tem proposto que os receptores
PRR, além de reconhecer MAMPs, também podem ser ativados pela agdo dos efetores libera-
dos no apoplasto (Win et al,, 2012). A defesa frente aos colonizadores apoplasticos, como é o
caso de Trichoderma, € do tipo ETI (porque é induzida por efetores), contudo também é do
tipo MTI (ja que, igual que os MAMDPs, esses efetores sio reconhecidos por receptores PRR da
superficie celular). A defesa ETI se associa frequentemente com o desenvolvimento de uma
resposta precoce, que gera estresses oxidativo e resposta de hipersensibilidade (HR), uma morte
celular programada, localizada no sitio de infecgio, que previne a disseminacio do patogeno
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dentro da planta. O fato de que algumas cepas de Trichoderma suportem melhor que outros
fungos do solo o estresse oxidativo, thes da vantagem na rizosfera das plantas, onde se pro-
duz a liberacio de espécies reativas do oxigénio como consequéncia da ETL. Na maioria dos
casos, a aparicdo de hipersensibilidade implica na ativagio das defesas dependentes de acido
salicilico, que se conhecem como resisténcia sistémica adquirida (SAR), e no caso particular de
Trichoderma se necessita acido salicilico para limitar sua presenca no apoplasto da epiderme e
do cortex, evitando que alcance os vasos vasculares (Alonso-Ramirez et al., 2014).

Os fitohorménios acido jasmonico e etileno também sio reguladores importantes do
sistema imune das plantas, ativando o que se conhece como resisténcia sistémica induzida
(ISR), que esta especialmente relacionada com a defesa que apresentam as plantas frente aos
patogenos necrotroficos, microrganismos beneéficos e insetos herbivoros (Pieterse et al., 2014).
Trichoderma supera a defesa dependente de acido salicilico por meio do incremento das
respostas sensiveis a acido jasmonico/etileno e auxina, que atuam como antagonistas do acido
salicilico (Brotman et al., 2013). Esta afirmacio esta apoiada na forte sub-regulacio de genes
relacionados com a resposta a0 4cido salicilico observada depois de 4 h da noculacio de
T harzianum em plantas de Arabidopsis, seguida de um incremento na expressio de genes
marcadores da resposta ao acido salicilico e a sobre-regulacio de genes relacionados com as
respostas dependentes do acido abscisico (ABA), depois de 48 h. Tudo indica que Trichoderma
tem que fazer frente s defesas da planta desde os primeiros momentos da interacio, quando
a resposta inicial SAR (resisténcia sistémica adquirida) ndo tenha ainda alcangado sua maxima
intensidade, permitindo assim a colonizagio da epiderme e do cortex, e que a sub-regulacio
de genes relacionados com a resposta ao acido salicilico seria suficiente para prevenir a disse-
minacio indiscriminada do fungo na raiz.

A habilidade de ativar a resposta ISR (resisténcia sistémica induzida) de forma indepen-
dente a0 acido salicilico é uma caracteristica comum dos microrganismos benéficos (Pieterse
et al, 2014) que foi observada pela primeira vez em T asperellum colonizando raizes de
pepino, onde foi detectada ISR (resisténcia sistémica induzida) dependente de JA/ET (acido
jasmonico/etileno) na parte aérea da planta em menos de 48 h (Shoresh et al,, 2005). Nio
obstante, existem estudos que demostram que o acido salicilico atua como regulador da de-
fesa ISR (resisténcia sistémica induzida) ativada por Trichoderma (Moran-Diez et al., 2009;
Salas-Marina et al., 2011; Mathys et al., 2012; Martinez-Medina et al., 2013). Também se tem
observado que Trichoderma regula os niveis de etileno endogeno na planta (Viterbo et al,,
2010) e que também produz os fitohorménios auxina (Contreras-Cornejo et al., 2009) e acido
salicilico (Perez et al., 2015), que afetam o crescimento e as defesas da planta.

Um modelo explicativo do dialogo molecular entre Trichoderma e as plantas foi propos-
to. Neste modelo, no qual dependendo do momento e do resultado do estimulo provocado
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por Trichoderma, a homeostase fitohormonal (com acido salicilico, 4cido jasménico, etileno,
acido abscisico, giberilinas e auxinas como principais atores) controla por sua vez o desen-
volvimento e as defesas da planta (Hermosa et al., 2012). Este modelo ajudaria a entender os
mecanismos pelos que Trichoderma contribui para incrementar a capacidade de crescimento
das plantas, a resisténcia as doengas e a tolerdncia aos estresses abioticos. No entanto, o dialogo
que mantém Trichoderma com as plantas ¢ dindmico e a expressio dos genes que determinam
as respostas SAR (resisténcia sistémica adquirida) e ISR (resisténcia sistémica induzida) se
sobrepde de maneia ondulatoria, concordando com a habilidade de Trichoderma para crescer
dentro e fora das raizes, provocando uma resposta sistémica que a planta é capaz de recordar
em presenca de estresses bioticos e abioticos (Rubio et al,, 2014). Ao longo do tempo, as
mudancas causadas por Trichoderma no transcriptoma da planta vio sendo diminuidas ou,
0 que ¢ a mesma coisa, a frequéncia e amplitude da resposta ondulatoria se estende durante
varias semanas até desaparecer. Assim, temos comprovado que somente alguns poucos genes
de tomate, relacionados com o metabolismo e a defesa, modificaram seu perfil de expressio
depois de trés semanas da aplicacio de T harzianum nas raizes (Dominguez et al., 2016).

A indugio das defesas sistémicas frente aos estresses ambientais € possivelmente a ca-
racteristica menos estudada em Trichoderma. Recentemente, observamos que a aplicagio de
fertilizante nitrogenado e doses adequadas de T harzianum apresentam efeito sinérgico, con-
tudo ¢ produzido um decaimento das plantas de tomate se aplicados conjuntamente em
determinadas condigdes de estresse salino (Rubio et al., 2017). A relevancia destes resultados
que se descreve que a super estimulacio da planta por dupla fertilizagdo com Trichoderma e
fertilizantes nitrogenados, sob condicdes sub-Otimas para a planta, da lugar a um desequilibrio
fitohormonal que provoca alteragdes fenotipicas indesejaveis. Portanto, independentemente
de seu uso como agente de controle biologico ou como bioestimulante, resultara de vital
importancia ajustar as doses de Trichoderma aplicadas a cada planta em fungio das condicdes
de cada cultivo.

Em um estudo realizado entre Brasil e Espanha, na Universidade de Salamanca, foi ob-
servado que plantas de tomate inoculadas com Trichoderma e infectadas com o nematoide
das galhas Meloidogyne javanica expressam ondulatoriamente genes de defesa sistémica, de-
pendentes de acido salicilico ou de acido jasménico, em fungio da fase do ciclo infectivo
do nematoide (Medeiros et al., 2017). Neste mesmo estudo, também foi comprovado que a
descendéncia de plantas de tomate submetidas ao “efeito Trichoderma” herdam a resisténcia
a patogenos e a promogcio de crescimento de seus progenitores (Medeiros et al., 2017). O
resultado final é indicativo de que Trichoderma reprograma as células de tomate podendo
causar alteracdes epigenéticas nos nos que regulam as respostas transgeracionais da defesa e do
crescimento da planta.
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Consideragoes Finais

Trichoderma é um fungo oportunista que apresenta capacidade de colonizar substratos
variados sob condi¢des ambientais muito diversas, possui 0 maior nimero de enzimas hi-
droliticas encontradas no Reino Fungi e possui também um sistema muito poderoso de re-
paragdo celular que lhe permite crescer em condigdes adversas. A exploragio da capacidade
de Trichoderma para atacar outros fungos tem permitido o desenvolvimento de numerosos
agentes de controle biologico com demonstrada eficacia em distintos sistemas produtivos. Nos
ultimos anos sio cada vez mais frequentes os estudos descrevendo que Trichoderma promove
o crescimento das plantas e a germinagio de sementes, que estimula sistemicamente as defesas
das plantas frente aos patogenos e também frente a estresses ambientais. Tudo isto constitui o
que pode ser chamado de “efeito Trichoderma”. Como resultado do dialogo de Trichoderma
com as plantas entram em jogo distintos sistemas de regulacio génica que fazem com que a
planta responda a este efeito, crescendo mais e melhor, adaptando-se as condigdes sub-Otimas
de cultivo ou defendendo-se por meio de mecanismos de resisténcia sistémica. A exploracio
eficiente das capacidades de biocontrole e de bio-estimulacio de Trichoderma dependera da
nossa capacidade de selecionar as melhores cepas e estabelecer as melhores condicdes de uso.
Finalmente, o “efeito Trichoderma” é suscetivel de ser herdado, o que abre um enorme leque
de possibilidades de aplicacio deste fungo na produgio de sementes e de mudas.
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