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RESUMO

SANTOS, Lorena Brito Pimentel Rodrigues dos, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
margo de 2020 TOLERANCIA A ESTRESSES ABIOTICOS EM PLANTAS: MAIS
“COELHOS DA CARTOLA” DE Trichoderma spp. Orientador: Prof. Dr. Leandro Lopes
Loguercio. Co-orientador: Dr. Valter Cruz-Magalhaes

Quando em condicdo endofitica, os fungos do género Trichoderma se destacam por tender a
contribuir para melhoria da adaptabilidade de seus hospedeiros. Em plantas, diminuem os efeitos
negativos do estresse abiotico, controlam diferentes fitopatogenos e possuem a capacidade de
melhorar seu crescimento e desenvolvimento, além de auxiliarem na disponibilizacdo de nutrientes e
de colaborarem no aumento dos mecanismos de defesa das mesmas. Nesse contexto, 0 objetivo dessa
revisdo sistematica foi analizar o estado-da-arte da participacdo de espécies do género Trichoderma
na tolerancia a estresses abioticos em plantas, visando verificar quais espécies desse género estdo
envolvidas no alivio dos estresses abidticos, qual a amplitude de plantas/culturas pesquisadas sobre
0 alivio desses estresses, quais 0s tipos desses estresses vém sendo estudados, além de compreender
0s mecanismos de acdo e possiveis genes envolvidos na interacdo planta-Trichoderma que
minimizam os efeitos na planta decorrentes do(s) estresse(s) abi6tico(s) sofrido(s). A base de dados
bibliograficos foi composta por 1000 publicacGes, e dela foram selecionados 131 relacionados
especificamente ao tema central da pesquisa. Aplicando-se os critérios de inclusdo / excluséo
estabelecidos no protocolo de pesquisa, e deixando apenas artigos de pesquisa contendo estudos
primarios, totalizou-se 68 artigos. Deste total foram extraidos os metadados relacionados ao
Trichoderma, as plantas e ao tipo de estresse abiotico. O complexo T. harzianum foi 0 grupo mais
comumente encontrado, provavelmente por ser o mais utilizado comercialmente como biopesticida e
experimentalmente como antagonista no controle de doencas de plantas. As plantas experimentais
encontradas tenderam a ser espécies modelo conhecidas por apresentarem ciclos de vida curtos,
pequeno porte, propagacao facil, importancia econémica consideravel e por serem utilizadas em uma
grande variedade de pesquisas em biologia vegetal. A avaliagdo dos tipos de estresse mais estudados
indicou um foco em trés fatores principais: salinidade, seca e polui¢cdo por metais pesados. Os
mecanismos de acdo no alivio dos estresses das plantas encontrados para Trichoderma spp. foram
relacionados ao crescimento e desenvolvimento da planta, a producdo/acumulacdo de prolina e
enzimas antioxidantes e melhora nas fungdes fotossintetizantes. Neste trabalho, os genes de plantas
cujas alteragOes na expressdao foram identificados na interacdo planta-Trichoderma sob estresse
abiotico estavam relacionados a fatores de transcri¢do, alguns envolvidos em vias metabolicas e



sinalizacdo e em sintese de substéncias protetoras. Conseguimos reunir artigos contendo estudos
relatados em periodicos relevantes para as diferentes areas do conhecimento: controle biologico,
micologia, bioprospeccdo, desenvolvimento de biotecnologia, bioprodutos etc. Esses estudos
permitiram responder as principais questbes de nossa revisdo sistemética, mostrando que o
conhecimento atual da interacdo planta-Trichoderma pode permitir o estabelecimento de estratégias
para melhorar a tolerancia a estresses abidticos nas plantas, as quais podem ser usadas como
alternativas promissoras para o desenvolvimento da producéo agricola de modo mais ambientalmente

sustentavel, dentro de uma perspectiva de mudancas climaticas globais.

Palavras-chave: Revisdo sistematica; Salinidade; Déficit hidrico; Metais pesados; T. harzianum.



ABSTRACT

SANTOS, Lorena Brito Pimentel Rodrigues dos, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, IIhéus,
February 2020 TOLERANCE TO ABIOTIC STRESSES IN PLANTS: MORE ‘RABBITS’
FROM THE Trichoderma’s ‘HAT". Advisor: Prof. Dr. Leandro Lopes Loguercio. Co-advisor: Dr.
Valter Cruz Magalhdes.

Endophytic fungi of the genus Trichoderma stand out for their tendency of contributing to
improving the fitness of their hosts. In plants, they reduce the negative effects of abiotic stresses,
control different phytopathogens and have the ability to improve their growth and development, in
addition to assisting in the provision of nutrients and helping in the increase of their defense
mechanisms. In this context, the objective of this systematic review was to analyze the state-of-the-
art of the participation of species of the Trichoderma genus in the tolerance to abiotic stresses in
plants, aiming at verifying which species of this genus are involved in the relief of abiotic stresses,
how widely are plants / crops researched on stress relief and what types of stress are being studied,
besides understanding the mechanisms of action and possible genes involved in the plant-
Trichoderma interaction, which can decrease the abiotic stresses effects caused on the plants. The
literature database consisted of 1000 publications, from which 131 specifically related to the central
theme of the research were selected. After applying the inclusion / exclusion criteria established in
the research protocol, we kept only research articles containing primary studies, in a total of 68
articles. From this, the metadata related to the Trichodermas, the plants and the type of abiotic stress
were extracted. The T. harzianum complex was the group most commonly found, probably because
it is the most used commercially as a biopesticide and experimentally as antagonists in plant diseases’
control. The experimental plants found have tended to be well-known model species, as they mostly
have short life cycles, small sizes, easy propagation, considerable economic importance and are used
in a wide variety of research in plant biology. An evaluation of the most studied types of stress
indicated a trend of focusing on three main factors: salinity, drought and heavy metals pollution. The
mechanisms of action found for Trichoderma spp. in the alleviation of plant stresses were related to
plant growth and development, production / accumulation of proline and antioxidant enzymes and
improvement in the photosynthetic functions. In this study, the plant genes whose altered gene
expression were identified in the plant-Trichoderma interaction under abiotic stress were related to
transcription factors, some to metabolic pathways and signaling, and some to the synthesis of
protective substances. We managed to gather articles containing studies reported in journals relevant



to different areas of knowledge: biological control, mycology, bioprospection, biotechnological
developments, bioproducts, etc. These studies allowed us to answer the main questions of our
systematic review, showing that the current knowledge of the plant-Trichoderma interaction may
allow one to devise strategies to improve abiotic stress tolerance in plants, which can be used as
promising alternatives for the development of agricultural production in an environmentally
sustainable manner, within the perspective of global climate change.

Keywords: Systematic review; Salinity; Drought; Heavy metals; T. harzianum.



1. INTRODUCAO

As mudancas climéticas sdo um dos fatores que mais afetardo a produtividade agricola e a
seguranca alimentar no mundo (ZARI, 2014), principalmente devido a potencializacdo dos efeitos
deletérios de estresses abioticos nas plantas. O aumento das temperaturas no planeta, associado a
mudangas nos ciclos pluviométricos e longos periodos de seca, afetara diretamente o crescimento, o
desenvolvimento e a adaptacdo das plantas (GODFRAY et al., 2010; FOLEY et al., 2011). As ac¢0es
antropicas em relacao ao atual modelo de desenvolvimento econdmico tém impactado a composicao
e qualidade do solo e da agua. A contaminacdo destes por substancias toxicas, a exemplo dos
pesticidas e metais pesados, e 0 aumento dos niveis de salinidade desses ambientes sdo alguns
impactos ambientais relevantes (ROSEGRANT et al., 2009). De acordo com o relatério da FAO e
ITPS (2015), aproximadamente 24% de toda a area terrestre do planeta sdo de solos degradados e
essas alteracbes por variagdes ambientais ocorrem, principalmente, por causa das mudancgas na
cobertura da terra, das mudancas climaticas e métodos para producdo agricola, como as queimadas
em culturas de rotag&o.

Ao longo da evolucdo, as plantas acumularam mecanismos de resposta a varios fatores
ambientais que causam estresse, garantindo sua adaptacdo a varios ambientes (LAMALAKSHMI et
al., 2017). Essas respostas envolvem vias de sinalizacdo reguladas individual ou conjuntamente,
envolvendo moléculas como cofatores, fitohormonios, espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou
cascatas de fosforilacdo ativadas por mitogénicos (atividades de MAP quinases) para inducdo de
respostas adaptativas (LATA et al., 2018). Além disso, as plantas fazem interagdes
simbidticas/mutualistas com microrganismos rizosféricos/filosféricos que muitas vezes resultam em
uma relacdo integrada na qual estes microrganismos ajudam a induzir tolerancia ao estresse abiotico
para 0 seu hospedeiro; ao conjunto de células do hospedeiro mais a totalidade dos microrganismos
associados tem sido dado o nome de ‘'holobionte’ (LEWIS, 1985; MARASCO et al., 2012;
ANDREOTTE et al., 2014; BORDESTEIN; THEIS, 2015; HARDOIM et al., 2015). Para lidar com
os efeitos nocivos do estresse abidtico, 0s microrganismos ‘endofiticos’ podem sintetizar diretamente
compostos protetores anti-estresse, como por exemplo, aminoacidos, glicina-betaina, poliamidas,
amidas etc., ou agir indiretamente, atraves da expressdo génica e sintese de enzimas, hormonios e
proteinas de sinalizacdo que ativam o sistema de resposta da planta ao estresse, logo ap0s a exposi¢édo
(REDMAN et al., 1999; SCHULZ et al., 2002; CHAKRABORTY et al., 2015). Os endofiticos podem
promover ainda o crescimento das plantas, o que ajuda a evitar a perda de vitalidade (HARMAN;
UPHOFF, 2019).



Dentre os endofiticos, espécies do género fangico Trichoderma destacam-se por possuir
ampla gama de propriedades benéficas as plantas. Por isso, sdo a base para uma variedade de
biopesticidas, biofungicidas, biofertilizantes e condicionantes de solo disponiveis no mercado
(HARMAN et al., 2004; VINALE et al., 2008; LOPEZ-BUCIO et al., 2015). Isso é possivel porque
este género abriga varias espécies com capacidades de exercer controle biologico direto de diferentes
patdgenos vegetais, de promover 0 aumento de mecanismos de defesa e de melhorar o crescimento e
desenvolvimento das plantas (LOGUERCIO et al., 2009; HAMMAM I et al., 2013; EL-KOMY et al.,
2015; JALALIletal., 2017; MAGALHAES et al., 2017: GHORBANPOUR et al., 2018; LOMBARDI
et al., 2018). Outra caracteristica descrita para as espécies de Trichoderma esta relacionada com a sua
contribuicdo para o alivio do estresse abiotico em plantas (por exemplo, BERG 2009; CALVO et al.,
2014; XIANG 2012). Espécies deste fungo exibem um arsenal genético que permite a producgdo de
uma variedade de metabdlitos com atividade antifingica e antibi6tica, com bioatividades com
potencial para uso farmacéutico (DURAN et al., 2010), e com capacidade de ajudar os hospedeiros a
lidar com efeitos nocivos das tensdes abidticas (MEENA et al.,2017).

Sob a perspectiva de uma transicdo necessaria da sociedade para um mundo de bioeconomia
(BUGGE et al. 2016; VALLI et al. 2018), funcionalidades alternativas de Trichoderma tém o
potencial de agregar valor aos bioprodutos derivados deste fungo. A mdltiplas fungdes como
protetores de plantas de algumas espécies desse género podem compor uma caracteristica considerada
vantajosa para tais produtos, principalmente por gerar maior demanda do mercado, aumentar o
espectro de utilidade de produtos dessa natureza, e por esses produtos ja possuirem um custo de
registro consideravel; ou seja, multifuncionalidade melhora a relacdo beneficios/custo (e.g., BERG
et al. 2013; CHOJNACKA 2015). Assim, dada a relevancia deste género flngico para o
desenvolvimento de estratégias de aumento da produtividade agricola de modo ambientalmente
sustentavel (CHAKRABORTY et al. 2015; KUMAR e VERMA 2018; LATA et al. 2018), realizamos
uma revisao sistematica para entender a magnitude do potencial de Trichoderma spp. no controle e/ou
reducdo dos efeitos negativos das tensdes abioticas nas plantas. Entre os fatores observados, foram
avaliadas as espécies de Trichoderma e as plantas/culturas envolvidas, os tipos de estresses abioticos,
0s mecanismos de acdo que Trichoderma utiliza para minimizar os efeitos negativos de estresses
abioticos em plantas, e quais genes vegetais que estdo possivelmente envolvidos nos mecanismos

interativos com Trichoderma para os efeitos de melhoria na tolerancia a esses estresses.



2. OBJETIVOS

Geral

Investigar o estado-da-arte da participacdo de espécies do género Trichoderma na tolerancia
a estresses abiodticos em plantas, por meio de uma Revisdo Sistematica da Literatura (RSL).

Especificos

e Verificar quais espécies de Trichoderma podem aumentar a tolerancia da planta aos fatores
abidticos estressantes.

e Utilizar o levantamento de dados para investigar as informacdes sobre amplitude de
plantas/culturas pesquisadas sobre o alivio dos estresses.

e Analisar quais o0s tipos de estresses abidticos as espécies do género de Trichoderma podem
aliviar nas plantas.

e Avaliar as metodologias utilizadas nos estudos referentes aos mecanismos de acdo que sao
observadas na interacdo planta-Trichoderma para diminuir os efeitos causados pelo estresse
abidtico sofrido.

e Agrupar informacdes sobre a alteracdo da expressao de genes de plantas envolvidos nos
mecanismos de acdo contra os efeitos negativos do estresse abidtico na presenca de espécies

do género Trichoderma.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Trichoderma — Aspectos gerais

Os organismos microscopicos possuem origens em cerca de 3,8 bilhdes de anos e, por
possuirem muita diversidade constantemente gerada que levam a diversos mecanismos de respostas
a mudancas ambientais, possivelmente sobreviveram a diversos eventos de extincdo (UNDESA,
2018). Nesse sentido, é fundamental entender a magnitude do papel que tais organismos exercem na
natureza: participam da ciclagem de carbono e nutrientes, colaboram com a saude animal e vegetal,
e sdo utilizados na agricultura e na cadeia alimentar mundial (CAVICCHIOLI et al., 2019).
Atualmente, na tentativa de obter sistemas agricolas mais equilibrados ambientalmente, a utilizacao
de microrganismos constitui uma ferramenta interessante, pois possibilita 0 aumento da produgéo
aliado a reducdo dos impactos negativos decorrentes do uso de agroquimicos (BERG, 2009; CALVO,;
XIANG, 2012; NELSON; KLOEPPER, 2014.).

Dentro desse ultimo grupo citado acima, algumas espécies de fungos do género Trichoderma
apresentam caracteristicas bioquimicas e morfofisioldgicas favoraveis, que séo utilizadas para
formulacdo de bioprodutos, os quais sd@o usados como agentes de biocontrole e promotores de
crescimento das plantas, além de uso na melhoria da resisténcia a estresses fisioldgicos (ex.
envelhecimento das plantas e dorméncia de sementes) e na tolerdncia das plantas aos estresses
abidticos como salinidade excessiva, longos periodos de seca, temperaturas extremas e deficiéncia de
minerais. Também conseguem solubilizar e disponibilizar, a partir das rochas, os minerais ferro,
cobre, manganés, fosforo, sddio, cobalto e zinco para as plantas. Além disso, permitem aumentar a
eficiéncia da planta na utilizacdo de alguns nutrientes importantes, como o nitrogénio (MUKHERJEE
etal., 2013; MENDOZA-MENDOZA et al., 2018).

Trichoderma spp. sdo de ocorréncia cosmopolita e estilos de vida diversos, podendo ser
saprofiticos, epifiticos, endofiticos, rizosféricos e principalmente de vida livre (KLEIN; EVELEIGH
1998; NEUMANN; HARMAN et al., 2004; LAING 2006). Sdo comuns em ecossistemas de solo e
raizes, e algumas espécies do género sdo capazes de colonizar plantas pela parede celular com
penetracdo direta, podendo até permanecer por toda a vida da planta como endofiticos (HARMAN;
UPHOFF, 2019). Espécies desse género possuem grande diversidade genética, relacionam-se com
uma variedade de hospedeiros e possuem mecanismos de a¢fes que os fazem Uteis na aplicacéo de
estratégias de protecdo de plantas. Isolados de Trichoderma sdo considerados oportunistas,
simbiontes avirulentos de plantas (endofiticos), além de parasitas de outros fungos. O uso de
Trichoderma como agente de biocontrole comecou a ser observado entre 1920 a 1930 e, nas Ultimas

décadas mais recentes, tem sido utilizado tanto para o aumento da produtividade agricola quanto para
4



0 meio ambiente, devido a crescente preocupacdo com a contaminagdo/poluicdo ambiental.
(WEINDLING, 1934; STEYAERT et al., 2003, 2010a HARMAN et al., 2004; LOGUERCIO et al.,
2009; HANADA et al., 2010; KUBICEK et al., 2011.).

Trichoderma spp. utilizam de mecanismos de acéo diretos e indiretos para defender as plantas.
O micoparasitismo € o principal mecanismo de acéao direta usado por Trichoderma spp. como agente
de biocontrole. Neste mecanismo, os isolados de Trichoderma spp. se “enrolam” nas hifas de fungos
hospedeiros especificos (Fig. 1), produzindo enzimas hidroliticas que degradam a parede celular do
fungo, além de produzirem compostos antimicrobianos que danificam as membranas celulares. Este

processo favorece a penetracdo das hifas do fungo ou microrganismo parasitado, permitindo as

espécies de Trichoderma nutrirem-se a partir dos compostos intracelulares. (HARMAN et al., 2004;
STEYAERT etal., 2010).
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Fonte: Mukherjee, 2011

Fig. 1 Exemplo de micoparasitismo. Testes “in vitro” com Trichoderma virens (T) X
Rhizoctonia solani (R), em que é possivel ver, através de microscopia eletrénica, as
hifas de Trichoderma lancando-se sobre o fungo patogénico (de plantas), bem como
sua acdo na perfuracdo da parede celular do patégeno para utilizagdo de nutrientes a
partir do seu interior. A) aproximacdo, B) fixacdo, C) enrolamento, D) penetragdo da
hifa do hospedeiro.

Outro mecanismo de controle direto usado por Trichoderma é a antibiose, por meio da qual
h& a produgdo de compostos de peso molecular reduzido, toxicos, volateis ou ndo volateis, que
impedem o crescimento de outros microrganismos. Estes compostos antibioticos podem atuar como
fungicidas ou fugistaticos, matando ou inibindo, respectivamente, o crescimento de fitopatdgenos,
além de ativar a resisténcia sistémica nas plantas. (HARMAN et al., 2004; VINALE et al., 2008;
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HANADA et al., 2010; LEE et al., 2016.). Também ha a competicdo, mecanismo por meio do qual
Trichoderma leva vantagens frente a outros organismos quando se associam a rizosfera, garantindo
alta adaptabilidade, tanto por melhor eficiéncia no uso de nutrientes, quanto por maior velocidade de
crescimento e colonizagdo (DRUZHININA et al., 2011). E possivel dizer que ¢ dificil delimitar os
efeitos da competicdo de forma isolada, pois esse mecanismo tende a estar associado aos demais.
Afinal, tanto micoparasitismo como antibiose naturalmente oferecem vantagens competitivas e
adaptativas e, frequentemente, ao se encontrar efeitos de competicdo entre Trichoderma e outro(s)
fungo(s), ha algum dos outros mecanismos atuando também. Nestes casos, em geral, € mais dificil
detectar o efeito isolado da competicdo numa relacdo entre Trichoderma e outros fungos, tanto por
meio de testes “in vitro” quanto “in vivo”. (KUBICEK, 2004; LOGUERCIO et al., 2009;
STEYAERT etal., 2010; MENDOZA-MENDOZA et al., 2018.).

Por fim, os mecanismos de acdo indireta utilizados por Trichoderma no controle biol6gico
sdo inducdo de resisténcia sisttmica a doencas e a promogdo de crescimento. Esta inducdo de
resisténcia sistémica pode estar associada a promocdo de crescimento e a tolerdncia a estresses
bioticos e abidticos (HARMAN et al., 2004). Duas formas de inducdo de resisténcia sdo descritas
para Trichoderma: a ‘resisténcia sistémica induzida’, que é dependente do &cido jasménico e
desencadeada por ferimentos ou herbivoria, e a ‘resisténcia sistémica adquirida’, que ¢ dependente
do &cido salicilico e desencadeada por microrganismos patogénicos que podem ser fungos, bactérias
ou virus. Essas duas vias produzem proteinas PR pela planta (relacionadas a patogénese), como
quitinases, glucanases e enzimas oxidativas. Além disso, essas PR auxiliam a minimizar os efeitos do
estresse oxidativo, o qual é também ocasionado quando plantas estdo sob estresse abidtico. Ainda ha
inconsisténcias entre os autores em relacéo ao tempo de duragéo da resposta de ‘resisténcia induzida’
na auséncia da cepa de Trichoderma (indutora de resisténcia). Mas sabe-se que a ‘resisténcia
sistémica induzida’ ¢ de longo prazo. Respostas de longo prazo incluem baixos niveis de expressao
de proteinas PR antes da infeccdo por patdgenos (HARMAN et al., 2004; SHORESH; HARMAN;
MASTOURI, 2010; MENDOZA-MENDOZA et al., 2018.).

A promocao de crescimento das plantas pode estar associada aos mecanismos de resisténcia
induzidos por Trichoderma spp. Ao colonizar as raizes das plantas, os isolados de Trichoderma
envolvem as raizes com suas hifas, formando apressorios e penetra no cortex radicular das plantas,
crescendo intercelularmente. A planta reage depositando substancias em suas paredes e produzindo
compostos fendlicos para limitar o crescimento desse fungo dentro da raiz (DE ZELICOURT et al.,
2013). O resultado é uma relacdo benéfica onde Trichoderma tem acesso aos exsudatos da raiz e em
contrapartida melhora significativamente o crescimento das raizes e da parte aérea da planta. A
promocdo de crescimento também pode acontecer atraves da producdo de fitormoérnios e outros

metabdlitos secundarios, além de solubilizagdo de nutrientes que sdo disponibilizados ao hospedeiro,
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melhorando seu desempenho em condicdes de déficit nutricional. Muitas espécies que colonizam as
raizes induzem a respostas de defesa das plantas, aumentam substancialmente o crescimento da
planta, e melhoram sua capacidade fotossintética e a tolerdncia contra estresses abidticos,
concomitantemente  (CARRERAS-VILLASENOR; SANCHEZ-ARREGUIN; HERRERA-
ESTRELLA, 2012; MENDOZA-MENDOZA et al., 2018; HARMAN; UPHOFF, 2019). No geral,
pode-se dizer que a promocdo de crescimento pode ser tanto causa de aumento na
tolerancia/resisténcia a estresses, quanto consequéncia desses, dependendo dos mecanismos

envolvidos, suas preponderancias e ordem de ocorréncia.

3.2. Estresse Abiotico

Fatores abioticos sao divididos em climaticos e edaficos, podendo ser quimicos e fisicos. Estes
fatores que tendem a modular os ecossistemas incluem radiacéo, temperatura, &gua (umidade), gases
atmosféricos, pH, compostos orgénicos e minerais, etc. Quando a amplitude normal desses fatores
afetar negativamente o desempenho da populacdo ou da fisiologia individual de um organismo,
passam a ser considerados fatores abidticos estressantes (DUNSON; TRAVIS 1991; SINGER; ZOU;
RANDALL 2016). Os estresses abidticos sdo parte natural de cada ecossistema e afetam os
organismos de véarias maneiras. A frequéncia destes fatores ambientais adversos e seus efeitos vém
aumentando, devidos as mudancas climaticas e a¢des antropicas, principalmente em solos cultivaveis
e sistemas agricolas (CAVICCHIOLI et al., 2019).

Nas plantas, 0 estresse abiotico por déficit nutricional retarda as etapas de desenvolvimento
como floracdo e frutificacdo; também, diminui o crescimento e causa clorose das folhas, pela falta
dos elementos essenciais, como por exemplo o nitrogénio, que é necessario para a sintese de clorofila.
As plantas possuem mecanismos de resposta ao deficit nutricional, tais como o aumento do sistema
radicular em que raizes laterais desenvolvem-se rapidamente, com abundantes pelos radiculares que
melhoram a habilidade da planta em explorar 0 solo em busca de novas reservas de nutrientes
(AQUINO; SANTOS; BATISTA 2019).

Os metais pesados compdem também um fator abiotico com grande potencial estressante.
Estes elementos tendem a ser liberados no solo que concentra-os, servindo como um grande
reservatorio toxico disponivel para as raizes das plantas; quando estas os acumulam em seus tecidos,
tornam-se impréprias para o consumo animal e humano. Além disso, os metais pesados absorvidos
pelas plantas causam danos as membranas plasmaticas de suas células, inibem as fun¢6es normais de
algumas proteinas, comprometem a fotossintese, além de causar estresse oxidativo com a formacao

de espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais, em niveis elevados, geram desequilibrio metabdlico
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e até a morte celular (HASAN et al. 2017; BERNI et al., 2019). As plantas estabelecem estratégias
intra ou extracelulares para inibirem os efeitos prejudiciais dos metais pesados em seus tecidos; por
exemplo, podem acumular tais metais no vacutolo onde sdo ligados por &cidos organicos produzidos
pelas células para estabiliza-los. Ainda, podem responder por meio de redes de sinalizagdo que
envolvem sinalizacBes de calcio, hormonal e de proteina quinase ativada por mitogénios (MAPK)
para transmitir os estimulos extracelulares necessarios a recuperacgdo intracelular. (HASAN et al.
2017; JALMI et al., 2018).

Como outro fator abidtico potencialmente gerador de estresses, altos niveis de salinidade
podem produzir alteracdes que causam disturbios osmaticos, danos na membrana celular, desbalanco
de nutrientes e desregulacdo do fechamento dos estdmatos nos vegetais (GUO et al., 2019). Estes
respondem com a sintese de osmdlitos, que sdo pequenas moléculas organicas envolvidas na
desintoxicacédo de radicais livres e no reparo dos cloroplastos nas plantas, com a producéo de enzimas
antioxidantes (superoxido dismutase, peroxidases, oxidoredutases, catalases e glutationa S-
transferases) e com a sintese de proteinas transportadoras de ions (antiportadores, canais de cations
inespecificos, transportadores de anions, transportadores do tipo ABC, transportadores de Na* e K™,
e ATPases vacuolares e aquaporina). (ACOSTA-MOTOS et al., 2017; AHIR; SINGH; PATIL 2017,
GUO et al., 2019)

O estresse hidrico por falta de agua (seca) ocasiona alteracdo nos processos morfofisioldgicos
das plantas que consistem no fechamento de estdmatos, decréscimo da area foliar, aceleracdo da
senescéncia e a abscisdo das folhas via etileno, e diminui¢do da fotossintese, principalmente pela
reducéo da assimilagdo do CO?, devido ao fechamento dos estdmatos e inibi¢o no transporte de agua.
As plantas respondem ao estresse por déficit hidrico com mecanismos moleculares complexos que
atuam isoladamente e/ou em conjunto para evitar ou tolerar o periodo de deficiéncia. (BASU et al.
2016; BLUM 2017). Algumas espécies conseguem reduzir o crescimento vegetativo produzindo uma
menor quantidade folhas, flores e sementes. Outras o fazem por meio da sintese de acido abscisico, 0
qual esta envolvido no fechamento dos estdmatos e no crescimento e aprofundamento das raizes no
solo; estes mecanismos buscam evitar a perda de agua pelas folhas e melhorar o acesso a dgua pelas
raizes. Além disso, a producdo de aquaporina nas membranas é aumentada, facilitando a absorcéao de
agua pela célula, assim como também é induzida a sintese de carboidratos e outros osmolitos nos
citoplasmas, tornando-os menos aquosos e impedindo as interagdes das ROS com as organelas
(BASU et al. 2016; MOURADI et al., 2018; XIMENEZ-EMBUN et al., 2018; LOBATO et al. 2020.).

O estresse térmico € definido como 0 aumento ou reducao da temperatura acima ou abaixo de
valores criticos para as plantas, por periodo suficiente para causar danos irreversiveis ao seu
crescimento e desenvolvimento. Em casos de altas temperaturas, h4 aumento na transpiracéo e

evaporacdo, 0 que consequentemente tende a gerar deficiéncia hidrica. A resposta da planta ao
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aumento da temperatura ocorre atraves de estratégias de aclimatacdo para evitar a perda de agua, além
de sintese de proteinas de choque térmico, sintetizadas na tentativa de evitar a desnaturacdo das
demais proteinas sob altas temperaturas (SZYMANSKA et al. 2017; N1U; XIANG 2018). Durante 0
estresse por baixas temperaturas, as rea¢des bioquimicas na planta sdo reduzidas, devido a diminuicao
de energia cinética das moléculas; além disso, tende a ocorrer maior rigidez das membranas celulares
gue ocasiona um aumento de sua permeabilidade por reduzir a seletividade nos transportes. Também
hd a tendéncia em aumentar a formacdo de radicais livres (EREMINA; ROZHON;
POPPENBERGER 2016; JOSHI; SINGH; CHINNUSAMY 2018).

3.3. Interacéo planta-Trichoderma

A interacdo planta-Trichoderma ocorre de forma simbidntica, com o fungo podendo ser
endofitico ou rizosférico. A colonizacdo endofitica das plantas pode ocorrer por duas formas:
transmissdo horizontal ou vertical. A transmisséo horizontal é geralmente dependente das estruturas
reprodutivas do endofitico, os esporos, que se movem por dispersdo do vento/chuva, ou sdo movidos
de planta para planta por vetores, tais como insetos e mamiferos. Essas estruturas podem penetrar as
plantas por meio de aberturas naturais, como hidatddios e estbmatos (folhas), lenticelas (caule) e
microporos (raiz), ou atraves de ferimentos causados por danos mecanicos de origem abidtica, ou
feito por patdgenos ou pela formacdo de raizes laterais. Ja na transmissdo vertical, endofiticos
vegetais ja estabelecidos podem ser transmitidos de geracdo em geracao através das sementes das
plantas, quando estas, de forma precoce, se desenvolvem ainda na planta, além da transmissao por
estaquia ou por brotamento (LATA et al., 2017; MEENA et al., 2017).

Essas interacdes benéficas planta-Trichoderma, muitas vezes, sdo relacdes de mutualismo em
que o fungo endofitico/rizosférico pode auxiliar na inducdo de tolerdncia ao estresse abidtico na
planta, atuar no biocontrole de fitopatdgenos, promover o crescimento do hospedeiro, induzir
resisténcia sistémica em toda planta, aumentar as atividades fotossintéticas, aumentar a fixacao de
carbono e nitrogénio, etc. As interacbes podem ocorrer de forma indireta, em que a presenca do
endofitico ativa sistemas de resposta ao estresse das plantas logo ap0s a exposi¢éo, ou de modo direto
em que os enddfitos podem sintetizar biomoléculas antiestresse (enzimas, proteinas € hormdnios)
contra efeitos danosos advindos de outras perturbacées (SCHULZ et al., 2002; LATA et al., 2017;
HARMAN et al., 2019; HARMAN; UPHOFF, 2019).

Com base nesses conhecimentos, diversas estratégias de manejo estdo sendo estudadas,
incluindo biocontole, promocgdo de crescimento, e mitigacdo de estresses ambientais diversos nas
plantas, tanto de culturas agricolas e ecossistemas naturais. Por exemplo, Ahmad e colaboradores
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(2015) conduziram uma avaliacao do papel mitigador de Trichoderma harzianum para o estresse com
NaCl em mudas de mostarda, onde foram analisados crescimento, teor de 6leo, pigmentos e
osmolitos. O efeito do T. harzianum mostrou ser muito benéfico ao conferir resisténcia das plantas
ao estresse com NaCl através da absor¢do melhorada de elementos essenciais, e modulacdo de
osmolitos e antioxidantes. Um trabalho sobre o efeito benéfico de Trichoderma spp. no tomateiro
mostrou que essa resposta, que incluiu crescimento aprimorado e resisténcia sistémica contra Botrytis
cinerea, agente causal do mofo cinzento do tomateiro, € complexa e pode ser modulada também pelo
genotipo da planta (TUCCI et al. 2011). Além disso, a cepa T203 de Trichoderma asperellum, que é
uma especie ja conhecida por ser utilizada em biocontrole e promocéo de crescimento de plantas, foi
avaliada, sendo sugerida que seus beneficios sdo resultados da atividade da 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminase, que promove a reducéo de etileno, hormonio produzido pelas plantas
sob condicBes de estresse e responsavel por aceleracdo de processos de senescéncia (VITERBO et
al., 2010).

3.4. Revisao Sistematica da Literatura

A Revisdo Sistematica da Literatura (RSL), segundo Cook e colaboradores (1997), refere-se
a um tipo de investigacdo cientifica que se baseia em agrupar, avaliar criticamente e conduzir uma
sintese dos resultados ja existentes, obtidos a partir de estudos primarios. Uma RSL baseia-se na
formulacdo de uma pergunta central ainda ndo abordada pela pesquisa e que descreva adequadamente
0 tema a ser estudado. Este é o ponto de maior importancia da pesquisa por RSL, pois assim € feita a
definicdo das estratégias de busca, coleta e selecdo de publicacdes, bem como extracdo dos dados que

serdo retirados de cada estudo selecionado (CORDEIRO et al., 2007). Neste contexto, uma
Metanalise configura-se como uma metodologia estatistica para tratamento dos dados da RSL, com
0 intuito de sumarizar em medidas metanaliticas os resultados dos estudos selecionados e incluidos
na base de dados da pesquisa (como medias e variancias) (BROCKWELL; GORDON, 2015).
Considerando as variacGes experimentais e metodologicas entre os diversos estudos selecionados,

analises de heterogeneidade ou homogeneidade entre esses estudos para as medidas de efeito

investigadas permitem definir os modelos mais adequados de analise estatistica para os dados
coletados, conferindo adequada comparabilidade e confianca probabilistica para os resultados da
metanalise e suas conclusdes. (GLASS, 1976; GENE et al., 1978; COGALTAY; KARADAG, 2015.)

A metodologia surgiu da necessidade principalmente das Ciéncias da Saude em, devido as
naturais restricbes amostrais/experimentais, explorar novas perguntas a partir de novas anélises

alternativas de estudos empiricos ja executados envolvendo seres humanos (SACKETT et al., 1996;
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KITCHENHAM et al., 2004). Atualmente, com a acumulacdo sistematizada de informacéo, a
facilidade de acesso e comunicacéo entre bancos de dados, o grande volume de estudos primarios
disponiveis e os avangos em tecnologia computacional, outras areas do conhecimento como
Agronomia, Biologia e Engenharia, entre outras, comegaram a utilizar as RSL para avaliar tendéncias,
observar lacunas de conhecimento, ampliar o espaco amostral, comparar estudos e até revelar areas
onde ha necessidade de se realizar mais pesquisas empiricas primarias (KITCHENHAM et al., 2009;
SILVA et al.,, 2011; CHANDRASEKARAN et al., 2016; VENTER et al., 2016; FELIZARDO et al.,
2017; HYUNGMIN et al., 2018.).

O principal objetivo de uma RSL, com ou sem Metandlise, é responder a perguntas cientificas
ainda ndo abordadas, tomando-se dados e resultados ja existentes, provenientes de estudos empiricos
publicados sobre tema(s) afim(ns) ou diretamente relacionado(s) (KITCHENHAM et al., 2004;
BIOLCHINI et al., 2005; BRERETON et al., 2007.). Nesse sentido, ha pelo menos trés propositos
inter-relacionados para a efetivacdo da Revisdo Sistematica, com ou sem Metanalise: (i) rigor no
processo de inclusdo dos dados, sistematizacdo e construcdo da teoria, quando resultados
provenientes de estudos diferentes sdo reunidos, avaliados e interpretados; (ii) preenchimento e
formulacdo de conceitos abstratos do estudo a partir das medidas de efeitos e dos significados
demonstrados pelos resultados de outros estudos; e (iii) atencdo para o desenvolvimento teérico de
um tema de forma descritiva, compreensiva, e mais completa do que qualquer estudo individual,
constitutivo da revisdo sistematica (FELIZARDO et al., 2017). Estes propdsitos sdo ancorados nas
trés fases de execucédo da RSL, a saber: Planejamento, Condugéo e Sumarizagao dos resultados (Fig.
2). Esta metodologia representa uma ferramenta eficaz de integracdo de informacdes que permite
tomada de decisbes coerentes para definir diretrizes Gteis para os cientistas e tecnélogos da area

abordada para o desenvolvimento de novas pesquisas empiricas de carater primario.

Planejamento Execucio Sumarizacdo

~
'[ Defini¢do do objetivo ~
3 - ( Identificagdo dos estudos
-~ primadrios
- -~ \\ S " o~
Defini¢ido do protocolo: | 3 Descri¢ao dos resultados
- - L J
+  Questdes da pesquisa Seleg¢ido dos estudos W ad
. \
Sstratéoia de buscs primarios _—
Estratégia de busca » L I y » Avaliagio dos resultados
+  String de busca 3 J
+ Critérios de selegao - - 2
» Critérios de qualidade Extragao dos dados J i N I
\_ ) Divulgagao dos resultados
A T 3
. 5
| —( Reavaliagio do protocolo | | | L Sintetizagio dos dados ] | | )
N N /

Legenda: - Fase

[ ] Etapa

— Fluxo

Fig. 2 Fase e atividades para a elaboracdo de uma Reviséo Sistematica da
Literatura. Adaptado de Felizardo et al. (2017).
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O fato dos estudos empiricos primarios terem sido conduzidos em situagdes diferentes, muitas
vezes com sistemas e condicGes experimentais distintas, ndo impede que se possa sistematiza-los e
integra-los de forma valida cientificamente. A metodologia de RSL permite elevar o nivel de
compreensdo sobre o tema escolhido de um modo mais abrangente, além de gerar novos
conhecimentos e conclusdes a partir das perguntas formuladas. Assim, obtém-se novos resultados a
partir de observacdes individualmente distintas mas relacionadas entre si, encontrando-se respostas
diferentes de forma sumarizada mas de carater generalizante (HARRISON, 2011; COGALTAY;
KARADAG, 2015.). Para alguns autores, a confianca nos resultados de uma pesquisa segue a légica
de que quanto maior € a populacdo de um estudo, mais precisos e generalizaveis seriam 0S seus
resultados e causalidades. A esse respeito, os resultados obtidos pela RSL permitem estabelecer
conclusdes abrangentes que estudos individuais ndo conseguem, devido a seus ‘n’ amostrais
reduzidos. Seu poder analitico € melhorado uma vez que ela sintetiza e integra resultados
contraditérios de forma valida, possibilitando a generalizacdo de conclusbes para uma grande
amplitude de estudos variados (BROCKWELL; GORDON, 2001; HIGGINS; THOMPSON, 2002;
HARRISON, 2011; MOHER et al., 2015; SHAMSEER et al., 2015; GUREVITCH; KORICHEVA,
2018; RHO et al., 2018.).
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4. MATERIAL E METODOS

O processo de revisdo sistematica deste trabalho foi realizado em trés etapas principais:
planejamento, execugéo e sumarizacgao, seguindo o protocolo de pesquisa estabelecido (Tabela 1). A
elaboracao/definicdo das perguntas e do protocolo foi resultado de ideias e discussdes geradas em
reunides da equipe de pesquisa, com base em cinco componentes (Kitchenham 2014): (i) populacéo:
espécies vegetais que sofrem os efeitos do estresse abiotico; (ii) intervencdo: espécies de
Trichoderma; (iii) comparagdo: plantas com estresse vs sem estresse previamente inoculadas com
espécies de Trichoderma; (iv) hipdtese: Trichoderma spp. diminui os efeitos negativos causados por
estresses abioticos nas plantas; e (v) tipo de estudo: artigos cientificos que publicaram estudos
primarios. A coleta quantitativa e qualitativa de dados durante a pesquisa baseou-se, portanto, na
questdo de qual é a magnitude do potencial das espécies de Trichoderma para controlar ou diminuir

os efeitos negativos causados pelo estresse abiotico nas plantas.

Tabela 1 Protocolo de pesquisa de revisao sistematica

INFORMACOES GERAIS

O género Trichoderma é amplamente conhecido por ter cepas que atuam
como agentes de biocontrole de doencas vegetais e promotor de cresci-
mento vegetal. Além disso, outros estudos sugerem que 0s isolados deste
género também podem fornecer tolerancia as plantas para uma variedade
de estresses abidticos. Este estudo tem como objetivo descrever a situacao
atual do conhecimento sobre espécies/isolados de Trichoderma que mos-
traram esse efeito de melhoria em plantas submetidas a diferentes tipos
de estresse abidtico.

« Verificar quais espécies de Trichoderma podem aumentar a tolerancia
da planta aos fatores abioticos estressantes.

« Investigar as informagdes sobre amplitude de plantas/culturas pesquisa-
das sobre o alivio dos estresses por Trichoderma.

« Analisar gquais o0s tipos de estresses abidticos para 0s quais as espécies
do género de Trichoderma podem ajudar a diminuir nas plantas.

« Avaliar os mecanismos de ac¢do que sdo observadas na interagdo planta-
Trichoderma para diminuir os efeitos causados na planta decorrente do
estresse abiotico sofrido.

» Agrupar informagdes sobre a alteragdo da expressao de genes de plantas
envolvidos nos mecanismos de acgdo contra os efeitos negativos do es-
tresse abiotico na presenca de espécies do género Trichoderma.
ASPECTOS DA PESQUISA

- Qual € a magnitude do potencial das espécies de fungos do género Tri-
Pergunta choderma para controlar ou diminuir os efeitos negativos causados por
estresses abioticos nas plantas?

Espécies vegetais que sofrem estresse abidtico e interagem com Tricho-
derma spp.

Descricao

Objetivos

Populacao
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Intervencao

Efeitos de diminuicdo do estresse abidtico em plantas pelas suas intera-
cOes com espécies de Trichoderma

Comparacao

- Efeitos mensuraveis de plantas com estresse e nenhuma interagdo com
Trichoderma vs plantas com estresse e interacdo com espécies/isolados
de Trichoderma.

- Efeitos mensuraveis das plantas que interagem com espécies/isolados de
Trichoderma com vs sem fatores de estresse aplicados.

Hipotese

Trichoderma spp. diminui os efeitos negativos causados por estresses abi-
oticos sobre as plantas.

Resultado esperado

A anélise sistematica da literatura relacionada permitira verificar a hipo-
tese formulada em relagdo a mitigacdo de estresses causados por fatores
abioticos nas plantas como resultado de sua interacdo com Trichoderma

Spp.

Tipo de estudos

Estudos primarios na forma de artigos cientificos

Identificacdo de estudos

Palavras-chave

‘Trichoderma’, ‘abiotic stress’

String de busca

‘Trichoderma’ and ‘abiotic stress’

Critérios de selecéo de
fontes para pesquisa

- Editores/periddicos com revisdo por pares e conselhos editoriais
- Disponivel na internet

Estratégia de pesquisa
on-line

'Publish or Perish' v. 6. 2 (Harzing, 2007)

Selecdo e avaliacdo de

estudos

Critérios de inclusdo e
exclusdo dos estudos

Incluséo:

- Escrito em inglés;

- Estudos primarios / artigos (incluindo edicdes especiais);
- Artigos com foco no estresse abiotico.

Excluséo:

- N&o alinhado com o objeto de estudo;

- Resumo simples ou expandido, revisdo, capitulo/livro, dissertagdo e
tese;

- Artigo que n&o tem experimentos com plantas;

- Artigo com foco no biocontrole e/ou outros estressores bioticos (por
exemplo, fitopatdgenos);

- Falha ou inconsisténcia entre metodologia e resultados/conclusdes.

Estratégia para a sele-
c¢do inicial de estudos

Leitura detalhada de:
- Titulo

- Resumo

- Palavras-chave

Estratégia para a sele-
cao final de estudos

- Leitura detalhada do texto completo do artigo;
- Presenca de todos os critérios de inclusdo;
- Auséncia de todos os critérios de excluséo.

Avaliacdo da quali-
dade do estudo

Pesquisa on-line:

- Critérios de qualidade 'Publish or Perish' (com base no nimero de cita-
¢Oes por ano)

Estudos selecionados:

- Critérios de inclusdo e excluséo;

- Julgamento subjetivo de concordancia entre hipéteses, procedimentos
experimentais, resultados e conclusdes.

Sintese de dados e apresentacao de resultados
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Itens para coletar/avaliar:

- Objetivo (Resumo);

- Conclusdes (Resumo);

- Palavras-chave;

- Pais onde o estudo foi feito;

- Espécies de Trichoderma envolvidas na mitigacao do estresse;

- Cepas de Trichoderma;

- Tipo de estresse;

- Planta/cultura utilizada para os experimentos;

- Genes envolvidos na planta de interacdo-Trichoderma;

- Variaveis/medidas de efeitos: incremento de biomassa (tamanho da
planta, peso fresco e seco); maior expressao génica (planta ou fungo); pa-
rametros fisioldgicos etc.

- Média e desvio padrdo ou erro das medidas de efeito;

- Novas ideias levantadas no estudo avaliado (Secéo de Discusséo).

Estratégia de extracao
de dados

Estratégia de sumari-
zacédo de dados
Estratégia de publica- | Revista cientifica com ambito de ciéncias agricolas, biologia vegetal, mi-
cao crobiologia aplicada e biotecnologia

Tabelas, graficos, imagens, descri¢cdo no texto.

A sequéncia geral de etapas desta pesquisa é mostrada no esquema de Fig. 3. Resumidamente,
a pesquisa de literatura foi realizada com o auxilio do programa Publish or Perish versdo 6.2 (Harzing,
2007). O banco de dados utilizado foi 0 Google Scholar escolhido por meio do programa acima
indicado, e as buscas nos textos completos das publicacdes acessadas foram realizadas usando dois
termos definidos: ‘Trichoderma’ e ‘abiotic stress’. A busca inicial foi limitada aos primeiros 1.000
estudos em inglés recuperaveis pelo P&P, ranqueados com base nos maiores nimeros de citacGes. A
primeira avaliacdo de todos esses estudos foi baseada na leitura dos titulos e resumos correspondentes,
para reter apenas aqueles que lidaram especificamente com as palavras-chave acima. Destes, foram
selecionados 131 estudos especificamente relacionados ao tema central da pesquisa (Fig. 3). Para
verificar a consisténcia desses estudos, observou-se o critério de presenca de um reconhecido sistema
de revisdo por pares de qualidade e/ou do conselho editorial. Posteriormente, na proxima etapa,
aplicamos os critérios de inclusdo/exclusdo estabelecidos no protocolo (Tabela 1); estudos
apresentados na forma de resumos, teses, dissertagdes, resenhas, capitulos de livros e cartas abertas
foram removidos, e apenas artigos de pesquisa contendo estudos primarios permaneceram, em um
total de 71 artigos. Com todos esses estudos selecionados, a leitura do texto completo foi realizada
para andlise final de qualidade e extracdo de dados. Durante a avaliacdo da qualidade dos estudos,
trés artigos foram removidos com base com bases nos critérios de exclusao deste item, relacionados
a falta de informacGes-chave na metodologia, deixando a base de pesquisa desta revisdo em um
naimero final de 68 artigos (Tabela 1; Fig. 3). O trabalho analitico (MS Excell 365® software, com
recurso de planilha dindmica, foi empregado) considerou os seguintes itens coletados dos artigos: (i)

Espécies de Trichoderma envolvidas no alivio do estresse, (ii) cepa utilizada, (iii) fontes de cepa, (iv)
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localizagdo geogréafica a partir da qual as cepas foram obtidas, (v) tipo de estresse (vi) nomes
cientificos e comuns da planta/cultura utilizados como modelo experimental, (vii) local do
experimento, (viii) metodologia de inoculag&o, (ix) pais do estudo, (x) genes envolvidos em mitigacéo
de estresses abioticos, (xi) palavras-chave dos resumos e (xii) varidveis de resposta/parametros usados
para medir o efeito Trichoderma na melhoria do estresse abidtico sobre as plantas. Para esse ultimo
foram selecionados os artigos que atenderam aos critérios de selecdo: os experimentos foram
realizados diretamente na planta, em laboratério, cdmara de crescimento, ambiente de estufa ou
campo, e o design do experimento incluiu controle (planta + estresse abidtico) e o(s) tratamento(s)
(planta + estresse abiotico + Trichoderma) para comparagdes adequadas. Os valores foram retirados
das tabelas e/ou figuras apresentadas nos artigos e para a extracao dos valores das figuras foi utilizado
o0 software GetData Graph Digitizer 2.26. Para a Tabela 2 foram selecionados o maior e 0 menor valor
extraido do tratamento (planta + estresse abi6ticos + endéfitos) comparando ao tratamento controle
(planta + estresse abidticos). A sumarizacao dos dados e producdo analiticas foi realizada por meio
de gréficos, tabelas, nuvem de palavras e imagem, para este foi utilizado o aplicativo BioRender

(www.biorender.com).

Estudos identificados
(n° = 1000)

Analise de titulos e resumos

!

Estudos selecionados com base
em titulos, tema central
(n° =131)

[

Eliminacao de resumos, capitulos
de livros, dissertacoes e cartas
abertas

I

Estudos primarios na forma de
artigos cientificos avaliados para

Identificacao

Screening

Fig. 3 Diagrama de fluxo da estratégia de

Selecao

elegibilidade
(n°=71)

Inclusao

Analise de conteudo textual

l

Estudos primarios incluidos no
banco de dados final
(n° = 68)

pesquisa, selecdo de estudos e procedimento
de gerenciamento de dados sobre o papel do
género Trichoderma na geracdo de
tolerancia de planta a uma variedade de
estresses abidticos.
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5. RESULTADOS

A busca inicial por artigos publicados pela ferramenta Publish or Perish (P&P) (com limite
maximo dos primeiros 1000 estudos recuperados, ranqueados a partir do nimero de citacbes — Fig.
3) utilizou as palavras-chave ‘Trichoderma’ e ‘abiotic stress’, as quais poderiam estar presentes em
qualquer lugar do texto, como indicado no protocolo de pesquisa de literatura (Tabela 1). Dentro desta
delimitacdo da amostra e com base na leitura de titulo e resumos, 134 artigos especificamente
relacionados ao tema da pesquisa foram inicialmente selecionados, incluindo-se 71 estudos primarios,
30 revisOes, 28 capitulos de livros, trés teses/dissertacdes e duas cartas. Como este trabalho foi restrito
a estudos cientificos primarios (Tabela 1), os 71 artigos foram analisados com base em todo o texto
para extracdo dos dados e avaliacdes qualitativas e quantitativas. Durante esse processamento, trés
artigos foram rejeitados por ndo atenderem aos critérios de inclusdo relacionados a secdo de
metodologia, de modo que 68 artigos compuseram o banco de dados final de pesquisa utilizado para
esta revisdo sistematica.

Como avaliacdo preliminar desse banco de dados, foi realizada uma analise sobre o
comportamento temporal das publica¢fes, bem como sobre as palavras mais recorrentes nos titulos
selecionados (Fig. 4). Duas nuvens de palavras foram formadas para os titulos dos 68 artigos do banco
de dados final (Fig. 4a), assim como para os 1000 estudos iniciais recuperados (Fig. 4b), retirando-se
de ambos a palavra ‘Trichoderma’. Interessantemente, as palavras ‘plant(s)' e ‘tolerance’, ndo incluidas
como palavras-chave de pesquisa, apareceram de modo mais recorrentes do que ‘abiotic’ nos 1000
estudos inicialmente recuperados. Outras palavras mais frequentes encontradas foram (i) 'induced,
'response’ e 'resistence’, que se referem aos efeitos da interacdo plantas x Trichoderma; (ii)
‘harzianum' e 'asperellum’, relacionados a espécie mais comumente utilizada para os estudos; (iii)
'maize' (+ 'Zea"), rice' e 'tomato’, indicando as espécies vegetais mais testadas; (iv) 'drought’, 'salt' e
'salinity’ referente aos estresses mais estudados; e (v) ‘growth’, indicando a principal resposta
estudada em plantas. Quando a nuvem de palavra foi elaborada para os 68 artigos finais do nosso
banco de dados (Fig. 4a), desconsiderando a palavra ‘Trichoderma’, as que mais apareceram foram
‘harzianum’, 'stress’, 'growth’, 'drought' e 'salt', mostrando que as pesquisas que tratam especificamente
de estresses abidticos tendem a se concentrar nesta espécie de Trichoderma e nesses tipos de estresse
(veja mais abaixo). Como se poderia esperar, 0 parametro de “crescimento” parece ser 0 mais
recorrente, pois € a principal variavel de resposta para estudos de plantas dessa natureza (Fig. 4a). Do
ponto de vista temporal, a quantidade de trabalho relacionada a esses fendtipos alternativos de
Trichoderma, para além de seu uso como agente de biocontrole, comegou a crescer exponencialmente

a partir de 2006 (Fig. 4c). Vale ressaltar o0 ano de 2014 em que mais estudos relacionados as palavras-
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chave de nossa pesquisa foram publicados, seguidos de 2017, o segundo ano com 0 maior nimero de

artigos (Fig. 4c).
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Fig. 4 Distribui¢do temporal de publicac@es cientificas envolvendo ‘Trichoderma’ e “abiotic stress’. As nuvens
de palavras foram montadas com as 100 palavras mais repetidas nos titulos dos 68 artigos finais (a) e nos 1000
artigos incialmente selecionados pela string de busca (b), com o tamanho da palavra indicando a frequéncia
de aparicdo. As curvas de tempo representam o numero de publicacdes selecionadas; a curva de linha
pontilhada (eixo Y a esquerda) corresponde aos 1000 estudos iniciais recuperados, e a curva de linha sélida
(eixo Y a direita) ao banco de dados final de 68 artigos.

Para avaliar se houve alguma tendéncia geografica para estudos dessa natureza, os artigos
foram distribuidos conforme indicado no mapa da Fig. 5, sendo também verificado o nUmero total de
estudos listados. A distribuicdo dos artigos nesta revisao indicou 18 paises (Fig. 5), sendo o maior
valor percentual de paises asiaticos (69% do total), seguido por paises das Américas e Europa (13%
cada) e da Africa (5%). O numero significativo de estudos na Asia deveu-se & maior contribuicio da
india (32,3% do total de artigos), sequido pela China (14,7%). Um dos critérios de inclusdo nesta
revisdo (Tabela 1) estabeleceu que os estudos deveriam ser testados in vivo, ou seja, incluir um
organismo beneficiario para a acdo de Trichoderma (plantas, neste caso). Dos artigos selecionados,
63,8% foram realizados em ambientes parcialmente controlados, que incluiram estufas comuns
(95,4%) e aquelas cobertas com plastico polietileno (polyhouse, 2,9%), e 26,2% em ambientes
totalmente controlados (77,8% dos quais em placas de Petri com meio de cultura, e o restante na
camara de crescimento). Por fim, 10,1% dos estudos foram realizados em condic¢des de campo (Fig.

5).
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Fig. 5 Distribuicdo geogréafica e tipos de experimentos para 0s 68 estudos primérios selecionados de nossa
pesquisa. Devido a um Unico estudo em que havia dois tipos de experimentos simultaneamente, a quantidade
total de tipos experimentais foi de 69 (inferior esquerdo do mapa).

Aspectos importantes deste estudo dizem respeito a frequéncia/distribuicdo das espécies de
Trichoderma investigadas, suas fontes, as plantas-alvo para andlise dos estresses e 0s tipos de
inoculacdo dos fungos (Fig. 6). Foram identificados nesta revisdo 155 isolados de Trichoderma, sendo
76,1% distribuidos em nove espécies e o restante ndo identificado ao nivel da espécie (Fig. 6a). Como
apontado também pela nuvem de palavras, T. harzianum e T. asperellum foram as espécies mais
abundantes (79 e 20 cepas, respectivamente), com as outras espécies apresentando uma menor
frequéncia de ocorréncia: T. atroviride e T. virens com cinco cepas cada, T. longibrachiatum com
trés, T. asperelloides e T. hamatum com duas cepas cada, e T. koningiopsis e T. reesei com um
representante cada (Fig. 6a). T. harzianum, T. asperellum e T. atroviride foram usados para formular
bioprodutos e estes foram testados para seus efeitos na resposta da planta aos estresses abioticos.
Além disso, dados coletados sobre as fontes desses isolados indicaram que a maioria veio de cole¢des
das instituicOes afiliadas ou colaboradoras do estudo (36,1%) ou de solo rizosférico (32,25%, Fig.
6a). Considerando apenas cepas oriundas de colecBes, 73,2% eram do complexo de espécie T.
harzianum. Observou-se também que, quando as cepas de coleta ndo foram levadas em conta, 47,1%
dos Trichodermas foram isolados do solo. Cepas isoladas de ambientes poluidos (rejeitos de

mineracao e solo contaminado) foram testadas contra o estresse causado por metais pesados (Fig. 6a).
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Considerando as espécies vegetais utilizadas nos experimentos com Trichoderma e estresses
abioticos, os mais frequentes encontrados nos artigos selecionados foram o milho (Zea mays L.,
13,5%), Arabidopsis thaliana e arroz (Oryza sativa L., 10,8% cada), tomate (Solanum lycopersicum
L., 9,4%) e trigo (Triticum aestivum L., 6,7%) (Fig. 6b); trés deles ja haviam sido apontados nas
nuvens de palavras (Fig. 4). Entre os métodos utilizados para inocular Trichoderma nas plantas
investigadas, biopriming de sementes (revestimento de sementes com esporos antes do plantio) foi o
mais utilizado (Fig. 6b). Considerando técnicas que envolvem inoculagdo direta no solo ou raizes
com suspensoes de esporos de Trichoderma, 43,2% das pesquisas realizadas corresponderam a esses

métodos.
60
a
50 - B 7. harzianum 50.1% T. asperelloides 1.3%
- B T. asperellum 12.9% T. hamatum 1.3%
40 B T. atroviride 3.2% ™ T koningiopsis 0.6%
(1] M
S 20 m T. virens 3.2% T. reesei 0.6%
= .
S T. longibrachiatum 1.9% Trichoderma spp. 20%
E=]
s 20
—
i l .
0 - === — | —
20 > (o] (o] O ]
25 S & < 3 & &
5 %\e; i\o &fo & & & B = c}@%e’ <°
AR Salr ® & R S
®0 cf < Sid O 6600 2 \\»@o
© @ '50\0 & =
6@
10 e _
b 9 m Biopriming de sementes 37.8%
8 Irrigagdo do solo 31.1%
7 m Pulverizagao de raiz 10.8%
8 6 m Transformagéao de plantas com vetor 8.1%
2 B Suspenséo da Placa de Petri 4.1%
(1]
s ° Disco de micélio 2.7%
e 4 ® Imersao Floral 2.7%
3 Pulverizagdo de folhas 1.4%
2 I Semeadura de solo 1.4%
1 I C I THENIT 1T
0
d ‘\’0 <& & 0 & o "b \§ﬂ RN \50 0 LS & 2 2 O <& @_ R S @& 2 @
rf@j\'b @Q@‘&e‘* ‘e'i“(\\)épﬁb\; i‘ f@’ s &Z&s’“’0@<\°°&‘(.\\§>(§\°\\@@‘;@@°@e° &, Q‘st’\)-@"ﬁfo&@@&j\*&&‘%é@
APS P F g,bo@o, AR R g S J‘""Q@‘ IS \&)ao@r» S @ @ & (g"_\.\\cg
bOQrg o ‘\o-f}’é\c}& & & ?.Q'b(;ﬂ © (\6‘\/@? é\\% S & Q\Q@OQ\}\\)&&; O S ® Q\kae- (\"’0 =
-, PR -
vs,p‘ \@Q\)&«& O Y Qg}‘{b & (\@b QR @“«’oeo«é‘\ I
IS ¢

Fig. 6 Distribuicdo de espécies e fontes de Trichoderma, métodos de inoculagdo e plantas hospedeiras.
a) Os isolados experimentais dentro dos 68 artigos estdo aparecendo no centro do grafico. Todos os
isolados em que suas espécies ndo foram definidas sdo representados coletivamente por 'Trichoderma
spp.’. b) Espécies vegetais usadas nos experimentos como alvos para as tensdes aplicadas e inoculadas
com os isolados de Trichoderma; a distribui¢cdo dos modos de inoculagdo aparece no centro do grafico.
O numero total de estudos considerados (74) ultrapassou os 68 artigos, visto que em alguns deles,
houve mais do que um Unico tipo de estudo/experimento sendo relatado.
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Os tipos de estresses abidticos testados e relatados nos68 artigos selecionados foram quali- e
quantitativamente avaliados (Fig. 7). Foram identificados 82 testes/experimentos contendo estresses
abioticos, subdivididos em 12 tipos de tratamentos. Quatro destes estudos testaram a combinacao de
dois estresses abioticos, e sete estudos foram conduzidos em campo, sob a influéncia da variacéo
ambiental existente (Fig. 7). A maior proporcao dos estresses estudados foi relacionada ao estresse
salino (36,6%), concordando, portanto, com os resultados das nuvens de palavras; dentro dessa
fracdo, 90% correspondeu ao efeito individual dos sais como agentes estressores e 0 restante avaliou
esse fator em combinacéo com alta temperatura, estresse osmotico e alcalino (um estudo cada). Outro
tipo relevante de estresse encontrado foi o causado por metais pesados (26,8% do total de estresses),
distribuidos em sete elementos metalicos: arsénio (27,3%), cadmio (22,7%), chumbo (18,2%), cobre
(13,6%), zinco (9,1%), e cromo e niquel (4,5% cada) (Fig. 7). O estresse por seca (déficit hidrico) foi
0 terceiro mais representado, com 23,2% dos estudos recuperados; em um desses estudos, o déficit

hidrico foi analisado em combinacdo com o estresse térmico.
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Fig. 7 Tipos de estresses abioticos estudados em plantas tratadas com isolados de Trichoderma. Doze
tipos diferentes de estresse abidtico (Gnico ou em combinacdo) foram encontrados nos estudos
identificados dentro dos artigos selecionados (grafico do lado esquerdo). O nimero de estudos que
relataram estresses causados por metais pesados foi discriminado por cada metal encontrado no grafico
do lado direito. O tipo de estresse térmico foi ainda dividido (proporcionalmente) em altas e baixas
temperaturas.

A quantificacdo dos efeitos de protecdo/diminuicdo das tensdes e estresses causados por
fatores abidticos nas plantas por Trichoderma tem sido estudada por uma série de variaveis e medidas

de efeito, 0 que pode sugerir possiveis mecanismos de acéo protetiva do fungo em alguns casos. Essas
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variaveis/parametros estdo relacionadas a aspectos fisiologicos, morfologicos, fisicos e
(bio)quimicos, que foram classificados em quatro categorias principais (Tabela 2). Das 402
avaliacOes experimentais encontradas nos 68 artigos, o grupo mais frequente de variaveis referiu-se
aos parametros de crescimento e desenvolvimento (36,3% do total de avaliagGes), principalmente
biomassas de raiz e parte aérea. As demais categorias de variaveis foram representadas da seguinte
forma: 24,3% das avaliacbes foram relativas a varidveis que estdo relacionadas as atividades
enziméticas e fungbes celulares diretamente afetadas pelos estresses, 19,6% para variaveis mais
diretamente relacionadas aos niveis e taxas de compostos sintetizados pela planta como resposta aos
estresses, e 19,6% para variaveis associadas a fisiologia e a fotossintese (Tabela 2). Quanto ao
primeiro grupo de variaveis de resposta mais ocorrentes (relacionadas a crescimento e
desenvolvimento de plantas na presenca de Trichoderma), o crescimento e 0 peso das partes aéreas e
das raizes (frescos e secos) foram os mais amplamente avaliados provavelmente por estarem
relacionados a uma medida de vitalidade das plantas, como evidéncia de recuperacdo dos estresses.
Para o segundo grupo de variaveis mais estudadas que reinem atividades diretamente relacionadas
ao estresse, a maior frequéncia de avaliacOes foi encontrada para atividades antioxidantes (65,3%
desse grupo), incluindo as enzimas superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT),
peroxidase de ascorbato (APX), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Outra
atividade especifica mais prevalente nesses estudos, compondo 20,4% das analises desse grupo, foi a
peroxidacao lipidica e Malondialdeido (mda); este € um produto natural desse tipo de peroxidacéo
que serve como um indicador de danos causados pelos radicais livres de oxigénio (estresse oxidativo)
as membranas celulares. Por fim, 10,2% das avaliacGes dessa categoria relacionaram-se a anélise da
composicao e estabilidade da membrana plasmatica, que sdo utilizadas para verificar os niveis de
danos do estresse nas células vegetais (Tabela 2). O terceiro grupo de parametros refere-se ao
contetdo de certas substancias sintetizadas pelas plantas, as quais sdo indicadoras de (ou se
relacionam com) estados de estresse, ou que pertencem a metabolismos ou processos que auxiliam
na recuperacdo fisioldgica dos estresses abioticos. Nesta categoria, houve maior frequéncia de estudos
(26,5%) relacionados aos niveis de prolina, principalmente em relacdo ao estresse salino. Finalmente,
dentro do grupo de variaveis de resposta mais especificamente relacionadas a fisiologia das plantas,
principalmente a eficiéncia fotossintética (Tabela 2), uma parcela importante dos estudos refere-se a
estresses salinos e de seca (62 e 26,5%, respectivamente). Nesses casos, foram avaliados concentragéo
intercelular de CO, condugdo estomatica, concentracdo de pigmento fotossintético, contetdo relativo

de agua e conducdo da agua (Tabela 2).
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Tabela 2 Medidas de efeito utilizadas para estudar possiveis mecanismos envolvidos na melhoria do
estresse abidtico nas plantas pelo Trichoderma. !

Medidas de efeito

N° de
artigos

A (‘trat’ — “ctrl’) 3

Min (%)

Max (%)

Referéncias

Crescimento e desenvolvimento (146) 2

NUmero de folhas
Rendimento de gréos
Avrea foliar

Peso fresco da parte aérea

Peso fresco da raiz

Germinacao

Peso seco da raiz

Peso seco da parte aérea

Comprimento da parte aérea

Comprimento da raiz

5

5

6

13

15

16

18

19

23

26

-39.0

-12.6

-96.8

-75.2

-73.8

-8.3

-14.7

-87.7

-28.6

-20.7

7.7

1160.0

993.0

744.1

374.4

516.3

4457.7

416.7

199.6

290.9

Azarmi et al., 2011

Becquer et al. 2018
Tripathi et al. 2017
Singh; Dwivedi, 2018
Azarmi et al., 2011

Azarmi et al., 2011

Abd El-Baki et al. 2014
Azarmi et al., 2011
Nzioki; Mutisya, 2016
Montero-Barrientos et al.,
2010

Abd El-Baki et al. 2014
Mastouri et al., 2012
Azarmi et al., 2011
Hashem et al. 2014
Abd El-Baki et al. 2014
Shukla et al., 2015
Vieiraetal., 2017
Mishraetal., 2016

Atividades relacionadas ao estresse (98)

Fator de translocacgéo

Vazamento eletrolitico *

Peroxidacdo lipidica *

indice de Estabilidade da
Membrana

Malondialdeido (mda) *

g2  GPX
&5

g OCR
dg @

= & APX
¥  POD
2

2

S CAT

2

2

10

17

18

-23.8

-21.6

-6,9

-57,4

-99,9

7,4
-15,5
10,0
-44,8

-30,2

300.0

-22.3

-58,1

101,6

-137,3

148,7
200.0
2214
136,8

563,2

Vargas et al., 2017

Zhang et al., 2015
Ghorbonpour et al., 2018
Nongmaithem;
Bhattacharya, 2017
Dixit et al.,2011
Tripathi et al., 2013
Hashem et al., 2014
Abd El-Baki; Mostafa,
2014
Kumar et al., 2016
Pehlivan et at., 2017
Dixit et al., 2011
Pehlivan et at. 2017
Tripathi et al., 2017
Guleretal., 2016
Dixit et al.,2011
Fuetal., 2017
Devi etal., 2017
Fuetal., 2017
Chepsergon et al., 2017
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Pehlivan et at. 2017

SOD 19 -13.9 359.9 Chepsergon et al., 2017
Niveis/Conteudo (79)
Flavondides 1 - 409.8 Mona et al., 2017
;= - 2-
Superoxido Dismutase (O%) 25.7 635  Fuetal, 2017
Sideroforos 2 0 151.7 Zhao et al., 2014
Amino&cidos 3 - - -

. A Hermosa et al.,2011
Fitohormonios 4 -63.7 170.1 Mona et al.. 2017
Acucar solavel 4 9.8 47.6 Fuetal., 2017

. Abd EI-Baki; Mostafa,
Proteina 7 -48.5 68.5 2014
fons 7 -67.6 2335.3 Azarmi et al., 2011
Kumar et al., 2016
Fenol total 9 -4.4 192.2 Rawat et al., 2013
Concentracdo de metais pe- i Song et al., 2015
sados * ? 7.0 84.2 Vargas et al., 2017
Peroxido de hidrogénio Shukla et al., 2015
(H?0?)* 1 108.5 9 Pehlivan et at. 2017
Abd EI-Baki; Mostafa,
Prolina 21 -81.7 350.0 2014
Rawat et al., 2012
Fisiologia e fotossintese (79)
Transpiracao 3 -17.8 82.2 Vieiraetal., 2017
Co? Intercelular * 3 3.8 -24.8 Vieiraetal., 2017
< . Azarmi et al. 2011
Fluoretacao de clorofila 6 -46.9 132.9 Rawat et al., 2012
Fotossintese liquida 7 -15.9 4125 Vieiraetal., 2017
x Azarmi et al. 2011
Conducdo estomatal 8 -59.6 243.6 Shukla et al.. 2012
. . ] Vieiraetal., 2017
Conteudo relativo da agua 11 -1.1 170.0 Shukla et al.. 2015
n . Singh; Dwivedi, 2018
{g Clorofilaa 9 -48.0 123.5 Badar et al.. 2015
2 . i Singh; Dwivedi, 2018
g Clorofila b 9 23.5 428.0 Hashem et al., 2014
8 Clorofila total 16 -25.0 525.0 Jalali et al., 2017

c

(5]

E . Singh; Dwivedi, 2018
28 Carotenoide total 7 -39.4 47.8 Yasmeen et al., 2017
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1 As quatro categorias foram definidas de acordo com a afinidade conceitual de suas variaveis de resposta.

2 Os numeros entre parénteses para cada categoria, indicam o nimero total de ‘medidas de efeito por artigo’, dentro de
cada grupo. Neste caso, a coluna “n° de artigos” indica em quantos artigos aquela respectiva medida de efeito foi
encontrada; sendo assim, um mesmo artigo pode aparecer mais de uma vez, caso tenha relatado mais de uma medida de
efeito.

3 Diferenga (em %; controle = 100%) entre os valores obtidos para cada medida de efeito, considerando os tratamentos
com aplicacdo de Trichoderma (‘trat”) em relagdo aos tratamentos somente com o(s) estresse(s) abiotico(s)(‘ctrl’). A

coluna de ‘Min’ corresponde ao menor valor de A encontrado, enquanto ‘Max’ corresponde ao maior valor encontrado.

“**: indica aquelas medidas de efeito que proporcionam efeitos negativos as plantas. Valores de minimos e/ou maximos

em italico correspondem as situacdes em que valores de A negativos indicam efeitos favoraveis de Trichoderma para o
hospedeiro, no alivio do estresse.

Os 68 artigos selecionados desta reviséo foram analisados a fim de identificar o status atual
da investigacdo cientifica quanto a genes que podem estar relacionados a interacdo benéfica
Trichoderma-planta em resposta aos estresses abidticos. Apenas 13 artigos (~20%) foram
identificados como contendo estudos desta natureza, com 95,2% dos resultados de expresséo génica
sendo relacionados a genes vegetais e quatro transgenes (Fig. 8; Tabelas 3 e 4). Além disso, observou-
se também que todos esses estudos sobre os padrbes de expressdo relacionados a interacao
Trichoderma-planta-estresse estavam relacionados a genes anteriormente conhecidos por estarem
envolvidos em respostas da planta aos estresses (Tabelas 3 e 4). O maior nimero desses estudos foi
relacionado ao déficit hidrico (38,5%) e ao estresse salino (30,7%); os demais estudos foram assim
distribuidos: 2 estudos avaliaram o estresse por alta temperatura, 1 por baixa temperatura, 2 por metais
pesados e 2 por estresses combinados (seca + alta temperatura ou salinidade; Tabelas 3 e 4). As
espécies de Trichoderma utilizadas nestes estudos de genética molecular foram T. harzianum (8), T.
asperelloides (1), T. asperellum (1), T. hamatum (1), T. virens (1) e um estudo em que ndo houve
identificacdo ao nivel da espécie (Tabela 4). As espécies vegetais investigadas foram principalmente
aquelas com germinacao facil de sementes e/ou ciclo de vida curto, bem como aquelas com relevancia
agrondmica: Arabidopsis thaliana (3), Solanum lycopersicum (3), Nicotiana tabacum (2), Cicer
arietinum (1), Oryza sativa (1), Populus bolleana (1), Theobroma cacao (1) e Vitis vinifera (1).

Foi possivel estabelecer quatro categorias funcionais principais para os 82 genes identificados,
que foram relacionados a (i) fatores de transcricdo, (ii) sinalizacdo, (iv) vias metabolicas enzimaticas
e (iv) sintese de substancias protetoras diretas ao estresse (Tabela 4). Destes, 28% séo ortologos
(funcdo repetida na Tabela) entre as diferentes espécies vegetais, sendo principalmente genes que
estdo envolvidos na rota de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em plantas.
Considerando, entéo, apenas func¢bes génicas ‘tnicas’ em nossa revisao (59), os quatro grupos acima
distribuiram-se em 34% para as vias metabolicas/enzimaticas, 27,1% para proteinas estruturais e
compostos protetores, 20,3% para sinalizagéo, e 18,6% para fatores de transcri¢do (Tabela 4). Estes
estudos sobre a expressdo génica responsiva ao estresse relataram a maioria dos genes (80,7%) como
tendo sua expressdo aumentada (upregulated) como resultado do estresse, tanto nas partes das plantas
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acima como abaixo do solo (Fig. 8). E importante mencionar que 30,7% desses estudos com
expressdao aumentada de genes foram realizados com plantas transgénicas, nas quais a superexpressao
de transgenes de Trichoderma (induzida no fungo como resposta a alguns estresses abidticos) foram
investigados na modulagdo da expressao génica vegetal como resposta aos estresses (e.g. MEENA;
SWAPNIL 2019; MOTA et al., 2019 ). Com a analise minuciosa da Tabela 4, foi observado que
31,7% dos genes encontrados nesses estudos sao de enzimas antioxidantes, que estdo envolvidas na
rota de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em plantas. E quando analisados em funcéo
dos estresses abioticos, notou-se que, para o estresse por metais pesados, 0s genes relacionados a rota
de eliminacdo de ROS séo os mais frequentes. Em relacdo a déficit hidrico, os genes para Aquaporina,
MAP kinase e enzimas antioxidantes foram regulados. Para o estresse salino, destacam-se 0s genes
relacionados a fitohormonios, enzimas antioxidantes e aqueles relacionados a toleréncia ao sal e seca.
E quando observado o estresse por alta temperatura, de forma individual ou combinada, a expressao

de genes relacionados a proteinas de choque térmico foi observada.
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Tabela 3: Resumo das informag0es recuperadas sobre genes que provavelmente estdo envolvidos na interacdo entre Trichoderma e plantas
como resposta a estresses abioticos *

Estresse N° de especies N° de Espécies vegetais N° de Parte da planta Gene expr. ©
de Trichoderma  isolados genes G O (™
Térmico .
(alta baixe 1 2 Arabidopss thaliana 6 Plnula o o 2 1
temperatura)
Metais pesados 2 2 Cicer arietinum 10 Folha / Raiz / 0 1 4 0
(As, Cd) Nicotiana tabacum Plantula 0 0 4 1
N. tabacum 0 0 0 1
e e bt g Oryza sativa Folha / Plantula / 0 0 3 0
Deficit hidrico 2 4 S. lycopersicum 37 Raiz 0 18 10 0
Theobroma cacao 9 0 15 0
S. lycopersicum 7 0 1 0
Salino 3 4 Populus bolleana 19 Folha / Raiz 0 0 0 0
A. thaliana 0 0 10 0
Alta temperatura .
+ déficit hidrico 1 1 A. thaliana 9 Folha 0 1 8 0
Salino + osmotico 1 1 Vitis vinifera 1 Folha 0 0 0 1

T Informagdes nesta tabela referem-se a 13 artigos em que foram encontrados estudos sobre expressdo génica (também ver Fig. 7; Tabela 4).

2 Resultados observados em alteragGes na expressdo de genes de plantas obtidas nos estudos que investigam a interagdo entre os isolados de Trichoderma (3? coluna)
e plantas (4% coluna), sob efeito de um determinado estresse (12 coluna esquerda); '(-)": genes com expressdo diminuida (downregulated); '(0)': sem alteracéo de
expressdo; '(+)": genes com expressao aumentada (upregulated).

3 Em 4 artigos, os genes de Trichoderma (supostamente associados a respostas ao estresse no fungo) foram expressos transgenicamente nas plantas, para observar
seus efeitos, bem como mudancas nos padrdes de expressdo de genes vegetais especificos, previamente conhecidos por serem associados as respostas das plantas aos
agentes estressantes.



Tabela 4: Descrigdo detalhada de informagdes recuperadas sobre produtos genéticos que provavelmente estdo envolvidos na interacdo entre Trichoderma
e plantas como resposta a estresses abioticos *

Expressdo génica na presenc¢a de Trichoderma + estresse

- Planta . G(_anes . Tecido Niv_el .
Estresse | Endofitico hospedeira induzidos nas Func&o génica 2 hospedeiro relativo Artigo
P plantas P expressao
NAC1
Codifica desidrina (Proteinas LEA do Grupo 2) que sdo proteinas relacionadas
Solanum_ TAS14 ao estresse que podem ser produzidas em plantas estresse desidratante. Plantula Aumento Ghorbanpour
lycopersicum etal., 2018
_ Trichoderma PSCS S
termico harzianum
(alto e AK20G HSP70 Heat-Shock Protein 70: Chaperona da familia de proteinas de choque térmico de | - Gene
baixo) hsp70 ' calor (aumento de temperatura), de 70 KDa. introduzido
. . Montero-
*
ﬁg?;ﬁgpsw SOS1 Barrientos
Plantula etal, 2010
APX1 *a Aumento
SOD *b
APX
Sem
Trichoderma | Cicer CAT *c Folha alteracéo Tripathi et
sp. PPLF-28 | arietinum al., 2017
GPX *d Aumento
por
metais
pessados GR *e Aumento
(Ase Cd)
- Gene
TVGST introduzido
Trichoderma | Nicotiana Dixit et al.,
virens GST | tabacum SOD Raiz / parte Aumento 2011
APX . P Aumento
aérea
GPX Aumento

31



cAT  |VercAr*cama ] Aumento
S Proteina transmembrana ‘Aquagliceroporina’ (familia das aquaporinas), que -
Nicotiana ThAQGP media o transporte de &gua, glicerol e outros solutos de baixo peso através das | - _Gene . Vieiraetal.,
tabacum introduzido | 2017
membranas.
Proteina ‘Dehidrina’ envolvida em protecdo celular contra desidratacdo, tem
DHN expressdo abundante na embriogénese tardia (LEA), bem como em resposta a Aumento
seca, chogue osmotico, baixa temperatura e salinidade.
AQU Proteina transmembrana ‘Aquaporina’, participa do transporte de agua, bem Aumento Pandey et
Oryza sativa como de gases e pequenos solutos neutros Folha al., 2016
DREB *f Aumento
CAT1 Folha / Raiz | S/ alteracéo
CAT2 Folha / Raiz | S/ alteracéo
Cu/zZn-SODc Folha / Raiz | S/ alteracéo
._ | Aumento /
Trichoderma Fe-SODp Folha / Raiz s/ alteracio
g harzianum ._ | Aumento /
Déficit -
hidrliclo Th-56, T22 Cu/Zn-SODp Folha / Raiz s/ alteracio
APXc Folha / Raiz | Aumento
APXt Folha / Raiz | s/ alteracdo
Solanum APXs Eg:::; Raiz ZS:;ZLG;%&;) Mastouri et
1 *
lycopersicum | MDHAR1 *g Raiz  alteracio al., 2012
Folha / Aumento /
MDHAR2 Raiz s/ alteracdo
Folha / Aumento /
DHARc Raiz s/ alteracéo
Folha / Aumento /
DHARp Raiz s/ alteracdo
GRe Folha / Aumento /
Raiz s/ alteracdo
GR Folha / Aumento /
P Raiz s/ alteragdo
Theobroma TcRBCs Plantula Reducéo
cacao
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Trichoderma
hamatum
DIS219b

Proteina transmembrana que se liga a ATP para obter energia necessaria ao

salininida
de

Trichoderma
harzianum
T34

Solanum
lycopersicum

TCABC-T transporte de uma variedade de compostos através das membranas celulares. Redugo
TeHK Raiz Aumento
TcRPK Reducéo
- Bae etal.,

TcMAPK3 Folha/ Raiz | Aumento 2009
TcMKK4 )

Reducéo
TcSTK
TcSEN1 Aumento
TcCESA3 Raiz Reducéo
TcPP2C Aumento
TcAOC Redugéo
TcLOX *h Aumento
TcTPP Folha/ Raiz | Aumento
TCPRS *i Pathgge_nesw Related pr,op no. 5: putativa proteina osmotina, relacionada a Folha/ Raiz | Aumento

tolerancia a estresse osmotico
TcNI Folha Aumento
TcSOT Folha/ Raiz | Aumento
TcNR Raiz Reducéo
TcZFP, .
TeP13 Folha/ Raiz | Aumento
TcTIP, TcP31 | Proteina intrinseca do tonoplasto (familia das aquaporinas — ver ‘AQU’ acima) | Raiz Reducéo
EIN2
~ Rubio et al.,

NPR1 Folha Redugéo 2017
AREB2
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LERBOH1

NADPH oxidase 1 - Envolvido na producdo de ROS

APX1 Ver ‘APX1 *a’ acima Aumento
SOs1 Ver ‘SOSI1 *’acima
ARF1 Codifica um fator de transcricdo (Auxin Responsive Factor 1) que se liga a R x
. - - -~ educéo
elementos de resposta & auxina em regides regulatdrias de DNA
DREB3 Ver ‘DREB *f’ acima
Trichoderma Populus 1-AminoCyclopropane-1-Carboxylate deaminase: enzima que atua na promogao Gene Zhang et al
asperellum bolleana TaACCD de crescimento ao clivar o precursor imediato da sintese do etileno (ACC), | - introduzido | 2016 "
ACCC30536 promovendo a reducdo nos seus niveis.
AAP6 AminoAcid Permease 6: Transportador transmembrana de aminoacidos
CBL1 Calcineurin B-Li_ke protein 1: sensor dos nl'vei_s de fons de céalcio, que interage e
regula uma familia de proteinas quinases, localizado em organelas de membrana.
MyB-Domain Protein 15: Fator de transcri¢do (do tipo R2R3) envolvido na
MYB15 regulagdo de outros fatores de transcricdo da familia CBF, que regulam respostas
a estresses de frio, seca e salinidade.
SDM S-adenosyl-L-methionine-Dependent ~ Methyltransferase:  Atividade  de
metilacdo de proteinas, lipidios e acidos nucléicos
Ver ‘DREB *f’ acima. Membro da subfamilia DREB A-2 da familia fator de
: transcricdo ERF/AP2. A proteina contém um dominio AP2. H& oito membros
l;)%k;zﬂgzg]eas DREB19 nesta subfamilia, incluindo DREB2A e DREB2B, que estdo envolvidos em
T203 e . _ resposta a seca.
mutantes Arabidopsis Membro da familia de fatores de transcricio R2R3-MYB, possivelmente Raiz Aumento .Brotman et
silenciados thaliana MYB51 envolvido na biossintese de glucosinolatos indélicos, metabdlitos secundérios al., 2013
(ACC) ) antiherbivoria.
deaminase Membro da familia de fatores de transcricdo “WRKY’. Participa de regulagdo
cruzada das vias de defesa de resposta a patdgenos dependentes de jasmonato e
WRKY33 . , - e ~
de salicilato, podendo também estar envolvido em resposta a varias tensées
abidticas, especialmente o estresse salino.
AtMDAR3 | Ver ‘MDHARI *g’ acima
ADH1 A_Icoo_l Desidrogenase (_ADHl) com atividade induzida por estresse salino, seca,
frio e infeccdo patogénica.
UDP-glycosyltransferase 74E2: utiliza acido indole-3-butirico como substrato;
UGT74E2 os niveis de transcricdo e acimulo desta enzima sao fortemente induzidos por
H-0; e estdo relacionados & sinalizagdo de resposta para estresse por seca e
homeostase de auxina.
Alta . . . Heat-Shock Gene 4: proteina do tipo chaperona com expresséo induzida por .
temperat Erlchoderma aralpldopss HSG4 choque térmico de calor (aumento de temperatura) Folha Aumento ng;“ etal.,
ura + | harzanum aflana HSG19 Heat-Shock Gene 19: ver acima
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déficit CECT VVHSP90 1A Heat-Shock Protein 90: chaperona da familia de proteinas de choque térmico de
hidrico | 2413/T34 ' 90 KDa.
9-LOX 9-Lipoxygenase: ver ‘TcLOX *h’ acima
Osmotic stress—Sensitive Mutant: proteina similar a ‘sintaxinas’ 6 e 10 de
OSM-1 *i mamiferos, pertencentes a superfamilia de proteinas ‘SNARE’ envolvidas em
fusdo de vesiculas/membranas. Envolvimento deste gene na tolerancia a estresse
0smotico e nas respostas estomaticas reguladas por ABA.
PR-2 Pathogenesis Related prot. no.2 (beta-1, 3-glucanase): atividade induzida por
sacarose e envolvendo &cido salicilico.
PR-4 Pathogenesis Related prot. no. 4 (thaumatin-like PR-protein): atividade induzida
por sacarose e envolvendo &cido jasménico.
CHIT3 Endoquitinase acida 3
ERF Ethylene-Responsive transcription fator.
ichod Codifica uma proteina com 5 dominios repetidos do tipo Kelch, caracteristico de
salino + E“C loderma | familia génicas envolvidas com morfologia celular e interages proteina-
. arzianum | Vitis vinifera | Thkell p ) . . . 2 L
osmético 139 proteina. Em plantas, estd envolvido em varios metabolismos, incluindo

respostas de defesa, lignificagdo de parede celular e ativacéo de fitormonios.

s/ alteragdo

Gene
introduzido

Bonito
al., 2011

et

! Informac6es nesta tabela referem-se a 13 artigos em que foram encontrados estudos sobre expressdo génica (também ver Fig. 8; Tabela 3).

2 Cores diferentes representam as categorias relacionadas a Figura 8, azul: fatores de transcricdo, rosa: vias metabdlicas, verde: transdugdo de sinal e laranja: proteinas estruturais e
compostos protetores.
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Fatores f
Climaticos TcP13 / TcZFP / DREB / NACI

APX / APX1/ APXc / CAT / Cu/Zn-SODp / DHARc / DHARp
Fe-SOD / GPX / GR / GRe / GRp / LOX-9 / MDHART
- Calor MDHAR2 / SOD / TcTPP / TeNI / TvGST / TaACCD / P5CS S / APX1
= Frio A TcSOT / TcMAPKK3 / EIN2 / SOS1
. AQU / CHIT3 / DHN / HSG19 / HSG4 / OSM-1/ PR-2 / PR-4

TcPRS / VWHSP90.1a / hsp70 / ThRAQGP / Thekell / TASIA / HSP70

AREB2 / ARF1/ DREB3 / NPR1
EIN2 / 5051

Yz \ 4

. Fatores de Transcricao . Vias Metabolicas

. Transdugéo de Sinal . Compostos Protetores

-
} K .Dnsalsluvmsluvsn | TeZFP [ TeP13 / WRKY33
ADH1/ APX / APXc / ATMDARS / CAT / GPx
= < - S-adenosyl-L-methionine / SOD / TcLOX / TcMAPK3
A CBL1/ TcHK / TeSEN1 / TeSOT / TeTPP
& / UGT74E2 / TePP2C
Fatores ot AAPS / TcPRS
Edaficos ~~—% v
: TcCESA3 / TeAOC / TeNR
-Seca TcRPK / TeMKKA / TeSTK g
- Salinidade TeABC-T/ TeTIP / TeP31 g
- Metais Pesados
DOWN

Fig. 8. Produtos genéticos que provavelmente estdo envolvidos na interacdo benéfica entre Trichoderma e
plantas como resposta a estresses abidticos. Os dois grupos de proteinas nas partes acima e abaixo do solo da
planta, indicados nos quadros brancos, foram divididos nos correspondentes genes com aumento na expressao
(agrupamentos com setas em verde para cima) e genes com diminui¢do na expressao (agrupamentos com setas
em vermelho para baixo). Uma descri¢do mais detalhada desses genes regulados ‘para cima’ e ‘para baixo’
s&0 mostradas nas Tabelas 3 e 4
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6. DISCUSSAO

Quando se pondera sobre os niveis de degradacdo ambiental liderados por acGes
antropogénicas, questdes como mudancas climaticas, poluicdo, perdas de biodiversidade e a
necessidade de recuperacdo dos servigos ecossistémicos, cuja degradacdo pde em perigo a qualidade
de vida, como sabemos, séo todas ligadas a estratégias e procedimentos de gestéo de risco (FOLEY
et al, 2011; ZARI 2014; PEDUZZI 2019). Uma visdo recente que pode lidar adequadamente com
essas circunstancias indesejaveis é a bioeconomia, que foi desenvolvida com base em trés visoes -
'bio-ecologia’, 'bio-recursos' e 'biotecnologia’ (BUGGE et al. 2016). A este respeito, uma vasta gama
de estudos sobre Trichoderma spp. tém sido amplamente relatados na literatura, principalmente
devido a sua eficiéncia como agentes bioldgicos com efeitos benéficos sobre o biocontrole de
fitopatdgenos, promocéo do crescimento de plantas e uma diversidade de compostos com aplicacbes
industriais (VINALE et al, 2008; SCHUSTER & SCHMOLL, 2010; MUKHERJEE, 2013 e outros).
No entanto, a partir do inicio deste século, os pesquisadores tém apontado que este género fungico é
ainda mais multifacetado, e assim, possuem um potencial crescente para uma maior diversidade de
aplicacOes adequados a visao da bioeconomia. Neste estudo, revisou-se sistematicamente o uso de
espécies de Trichoderma e isolados para diminuir os efeitos negativos das tensdes abidticas nas
plantas e discutir as consequéncias e potenciais aplicacdes desses achados, incluindo areas de
conhecimento, pontos fortes e lacunas neste tema.

Neste estudo, reuniu-se artigos contendo estudos primarios relatados em periddicos relevantes
para as areas de controle biol6gico, micologia, bioprospeccao, desenvolvimento de biotecnologia,
bioprodutos etc. A ferramenta 'Publish or Perish' (P&P) tem caracteristicas operacionais que
priorizam a obtencdo de publicacGes mais citadas (HARZING 2007), o que traz mais confianca com
a quantidade inicial de 1000 artigos recuperados (Fig. 4) como representativos da pesquisa de
qualidade neste tema. O numero de estudos sobre Trichoderma em geral comegou a crescer no inicio
dos anos 2000, coincidindo aproximadamente com o0 aumento do nimero de bioprodutos disponiveis
e estratégias de biocontrole a base de Trichoderma (RAJESH et al. 2016). Desde 2014, existem mais
de 250 bioprodutos registrados no mundo que tem como base espécies fungicas de Trichoderma,
individualmente ou em combinagbes (WOO et al. 2014). No entanto, os bioprodutos representam
uma pequena parte do mercado de protetores de plantas, devido a sua agédo ser considerada lenta e
marcadamente influenciada por fatores ambientais, 0 que tem sido visto como uma restri¢do a sua
eficacia de campo (SINGH et al. 2018; 2019). Além disso, para as formulacdes comerciais com
Trichoderma sdo necessarias grandes quantidades de conidios e com viabilidade para crescimento

vegetativo. (STEYAERT et al., 2010). Mas, ainda assim, o aumento relatado em sua utilizacéo
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provavelmente reflete a demanda atual por alimentos mais saudaveis e livres de residuos quimicos
(GOMIERO, 2018), o que favorece as aplicaces de Trichoderma, com frequentes bons resultados.
Nestas circunstancias, as nuvens de palavras refletiram bem fungdes conhecidas de Trichoderma spp.
para efeitos benéficos em hospedeiros vegetais (HARMAN & UPHOF, 2019), baseados na
capacidade de melhorar o crescimento e o desenvolvimento das plantas por meio de auxilio na
disponibilidade de nutrientes, controle direto de patdgenos de plantas, aumento dos mecanismos de
defesa do hospedeiro e ajuda na diminuigdo das tensdes abidticas (HARMAN et al. 2004; CALVO et
al. 2014; CHAKRABORTY et al. 2015; MEENA et al. 2017). Uma consciéncia crescente das
consequéncias do aquecimento global e das mudancas climaticas que podem afetar negativamente a
agricultura pode ajudar a explicar o aumento das publicacGes sobre as interacbes Trichoderma-
plantas-estresses abiotico a partir de 2006 (Fig. 4).

A maioria dos estudos selecionados foram realizados em paises que tém a agricultura como
um componente importante na economia, mas que também enfrentam grandes desafios para lidar com
a crise alimentar de forma sustentavel. Dentre tais desafios, cita-se crescimento populacional,
urbanizacdo intensa, poluicdo do meio ambiente e mudancas climaticas (DU et al. 2017). Os
investimentos em pesquisa e desenvolvimento agrondmicos podem estimular a produtividade
agricola nos paises em desenvolvimento em uma escala de longo prazo (HEISEY & KEITH, 2018),
ajudando assim a resolver esses desafios. A maior propor¢do encontrada para estudos desenvolvidos
na China e na india (Fig. 5) sdo provavelmente consequéncia do forte desenvolvimento econdmico
desses paises nas ultimas décadas. Neste contexto, tais estudos refletem as necessidades sociais e
politicas nesses paises, geradas por questdes de altas densidades populacionais, bem como
degradacéo e poluicdo ambiental (BALLESCA, 2016; CHOPRA, 2016), especialmente por metais
pesados (Fig. 5; SODANGO et al. 2018). Além disso, os produtos a base de Trichoderma ja foram
amplamente consumidos na Asia, especialmente na india, com vérias aplicagdes no campo (WOO et
al. 2014; SINGH et al. 2018).

Esta pesquisa recuperou uma série de informagfes sobre o estigio atual do conhecimento
cientifico em Trichoderma spp. e suas interacfes com as plantas (Figs. 6 — 9). Trichoderma é um dos
géneros fangicos mais abundantes e difundidos do mundo e tem caracteristicas que justificam seus
isolados serem ampla e profundamente estudados (revisados por, e. g., HARMAN et al. 2004;
VINALE et al. 2008; SCHUSTER & SCHMOLL 2010; LOPEZ-BUCIO et al. 2015). Trichoderma
spp. adaptam-se a ambientes muito diferentes, devido a um alto oportunismo provavelmente
resultante de (i) producdo de uma variedade de enzimas hidroliticas, (ii) grande capacidade de
reparacao de danos celulares em si mesmos e em seus hospedeiros, e (iii) certa tolerancia ao calor
(PI-FANG et al. 1997). Algumas espécies tém um estilo de vida endofitico eficiente, colonizando

plantas pela penetracdo das células radiculares e permanecendo ativas durante todo o ciclo de vida
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vegetal (CONTRERAS-CORNEJO et al. 2018; HARMAN et al. 2004; 2019). Além disso,
Trichoderma spp. sdo facilmente isolados e propagados em laboratério (KLEIN & EVELEIGH 1998;
NEUMANN & LAING. 2006). T. harzianum e T. asperellum foram as espécies mais comumente
encontrada nesta revisdo (Fig. 6a), provavelmente por serem 0s mais usados comercialmente como
biopesticidas (WOO et al. 2014) e experimentalmente como antagonistas para o controle de doencas
de plantas (VINALE et al. 2008). Além disso, T. harzianum € considerado uma espécie criptica, ou
seja, um grupo complexo de espéecies morfologicamente indistinguiveis (CHAVERRI et al. 2015), o
que pode ser outra razdo para sua maior frequéncia nos estudos recuperados/selecionados.
Trichoderma spp. sdo fungos saprofiticos predominantes no solo, na matéria organica e no
ecossistema rizosférico/endofitico de todas as zonas climaticas, e sua capacidade metabdlica diversa
permite que colonizassem solos/plantas de diferentes habitats (VINALE et al. 2008; MUKHERJEE
et al. 2013). Este género fungico tende a ser de natureza bastante competitiva, 0 que proporciona
colonizacao rapida e estabelecimento rizosférico, controle patogénico de microflora e promocéo do
crescimento de plantas (HIDANGMAYUM & DWIVEDI 2018). Essas caracteristicas, portanto,
explicam sua frequente interagdo com a superficie das raizes das plantas, de modo que as estratégias
de isolamento (ou inoculacdo) dessas cepas sdo muitas vezes de solos florestais ou agricolas (Fig.
6a). Todas essas caracteristicas provavelmente explicam os mecanismos de acdo dos isolados de
Trichoderma para ajudar as plantas a tolerar estresses causadas por fatores abidticos climaticos e
edéaficos (Figs. 7 e 9).

Uma avaliacdo detalhada dos artigos selecionados permitiu entender alguns aspectos
relacionados as espécies vegetais utilizadas para os experimentos interativos com Trichoderma (Fig.
6b). As plantas experimentais sdo principalmente espécies de culturas com ciclos de vida curtos, de
pequeno porte, propagacdo facil, importancia econdmica consideravel e plantas modelo bem
estabelecidas para uma grande variedade de pesquisas em varios campos da biologia vegetal (Fig.
6b). Além disso, a frequéncia muito alta de métodos de inoculagdo envolvendo sementes e/ou solo
(~80%) sugere uma sobreposicdo desejavel entre pesquisa bésica/aplicada e desenvolvimento
tecnologico de métodos/produtos para aplicacbes agricolas. O biopriming das sementes com
Trichoderma spp. tem sido usado para melhorar o vigor das mudas, desencadeada pela liberagéo e/ou
producdo de enzimas e fitohormdnios envolvidos na viabilidade das sementes e velocidade de
germinacdo (MUKHTAR, 2008, OKOTH et al. 2011; KUMAR et al. 2014; BABYCHAN & SIMON
2017); também tem sido utilizados como agentes para desenvolvimento de resisténcia de plantas
contra os ataques de patogenos (MASTOURI et al. 2010). Com a inoculacdo de Trichoderma em
raizes/solo, ocorrem fenémenos adicionais, como alteracdo da microflora do solo e aumento da
disponibilidade de nutrientes, devido a degradacdo de muitos substratos complexos. Atualmente, o

uso de mudangas nas comunidades microbianas de solos cultivados e a melhoria do desempenho e
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vigor das mudas tém sido amplamente utilizados na producdo agricola (MARGULIS. 1990;
HARMAN et al. 2019).

A andlise dos tipos de estresse estudados na literatura selecionada indicou um foco
preferencial em trés fatores principais: salinidade e seca (que estdo relacionados), e metais pesados
(Fig. 7). Ao afetar o equilibrio osmotico celular/fisiologico, o estresse salino altera as taxas
fotossintéticas e a estabilidade da membrana e aumenta a toxicidade dos ions dentro da célula das
plantas (JANDA et al. 2012; KHOMARI & DAVARI, 2017; MEENA et al. 2017). A planta tende a
responder fisiologicamente a esse estresse buscando aclimatacéo a baixa disponibilidade de agua livre
(que é o mesmo efeito causado pela seca); as mudancas na funcdo da membrana também tendem a
interromper a fase ibnica, de modo que a toxicidade celular resulta do acimulo de ions, 0 que causa
estresse oxidativo e desequilibrios bioquimicos que levam a apoptose (SILVEIRA et al. 2010; YANG
& GUO, 2018). Além disso, as plantas sob estresse hidrico sofrem com as limitacbes de
abastecimento de agua, tanto pelo sistema radicular quanto pelas perdas pela transpiracdo (TARDIEU
et al. 2018). Assim, o crescimento e a produtividade sdo afetados por essa diminuicao do potencial
hidrico que, por sua vez, interfere no processo fotossintético, afetando a abertura/condugéo
estomatica; reducdao no tamanho das folhas e sementes, supressdo do crescimento da raiz, e atrasos
na floracdo/frutificacdo sdo efeitos adicionais do estresse (MASTOURI et al. 2012; OSAKABE et al.
2014). Em termos de processos celulares, essas tensdes afetam a divisdo celular, a dindmica da parede
celular, o metabolismo primério e secundario e 0s processos de desintoxicacao de espécies reativas
de oxigénio (BRAY 2001; TAKAHASHI et al. 2018; TARDIEU, SIMONNEAU, MULLER 2018).
Levando em conta todos estes fatores, ndo é inesperado que as variaveis e medidas de efeito mais
avaliadas em estudos com intera¢Oes planta-Trichoderma-estresse digam respeito ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, bem como a fisiologia e fotossintese (Fig. 8). A protecdo contra esses
estresses auxiliados por Trichoderma ocorre promovendo a sintese ou acimulo de osmdlitos, o que
aumenta a capacidade de absorcdo/retencdo de &gua das ceélulas, bem como as atividades
antioxidantes (HAMEED et al. 2014; WAGHUNDE et al. 2016; PACHAURI et al. 2019), necessarias
a regulacéo dos niveis das espécies reativas de oxigénio (ROS).

O segundo fator de estresse mais recorrente nos estudos avaliados neste trabalho refere-se a
toxicidade por metais pesados (Fig. 7). A presenca desses metais no solo pode afetar as plantas de
varias formas, como por exemplo retardando seu crescimento e alterando severamente a absorcao de
nutrientes e atividades enzimaticas, levando a necrose de partes ou de toda a planta (GROPPA et al.
2012). Este é um tipo de poluigdo causada principalmente por acfes antrépicas de naturezas
industriais, agricolas e de mineiracdo (ETESAMI 2018). Por exemplo, devido ao grande
desenvolvimento industrial, urbano e rural das Gltimas décadas em uma regido densamente povoada,

india e China tém solos bastante contaminados por metais pesados, 0 que tém gerado muita
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preocupacdo com a seguranca alimentar e saude humana nesta regido (e.g. HUANG et al. 2018;
YANG et al. 2018). Essas circunstancias também ajudam a explicar a maior proporcao de estudos
encontrados para esses dois paises no tema desta pesquisa (Fig. 5).

Considerando o envolvimento nos processos de recuperacdo e/ou minimizacao dos efeitos
adversos que as tensdes abidticas causam nas plantas, o género Trichoderma atua sobre a fisiologia,
bioquimica e morfologia do hospedeiro de diversas formas, langando méo de seu arsenal metabélico.
Conforme discutido abaixo, uma variedade de variaveis/pardmetros, bem como produtos genéticos
podem ser identificados como formas de avaliar os efeitos interativos do fungo com as plantas (Figs.
8; Tabelas 2, 3 e 4). Uma vez que muitas espécies de Trichoderma sdo consideradas micoparasiticas,
uma maquinaria biossintética muito diversificada e incomum se desenvolveu ao longo da evolucéo,
incluindo uma variedade de metabolitos necessarios para atacar outros organismos e ainda ajudar sua
sobrevivéncia (DRUZHININA et al. 2011; KUBICEK et al. 2011). A capacidade geral deste género
fangico para promover o crescimento das plantas é o resultado de tal diversidade metabdlica, pois
seus membros podem reduzir a concentracdo de substancias toxicas no solo, solubilizar fosfatos e
micronutrientes, sintetizar sider6foros, aumentar a fixacdo de nitrogénio e produzir hormonios
vegetais (VINALE et al. 2008; MUKHERJEE et al. 2013; HIDANGMAYUM & DWIVEDI 2018)
(Fig. 9; Tabela 3).

A superproducdo de ROS em plantas como resultado de condicdes de estresse leva a
toxicidade metabdlica, danos as membranas, inibicao da fotossintese, alteragfes nos niveis hormonais
etc. (SELVAKUMAR et al. 2012). As principais ROS formadas, i.e. superéxido (O2"), hidroxil (OH
), e peréxido de hidrogénio (H20) reagem quimicamente com praticamente todos os metabdlitos das
plantas, incluindo proteinas, lipidios e acidos nucleicos (NATH et al. 2013; HARMAN et al. 2019).
Em baixas concentragdes, contudo, as ROS também atuam como moléculas de sinalizagdo, de modo
que essa regulacdo de seus niveis deve ser muito precisa nas células vegetais, buscando um equilibrio
entre sua percepcdo e desintoxicacdo; nesse sentido, as enzimas antioxidantes fazem parte desse
mecanismo de modulacéo fina (MITTLER, 2002). Essas enzimas também estdo envolvidas nas rotas
de eliminacdo de ROS nas plantas e incluem superoxido dismutases (SOD), ascorbato peroxidase
(APX) e catalases (CAT) que os removem de forma direta pelos ciclos dgua-agua, ascorbato-
glutationa, glutationa peroxidase (GPX) e pela catalase (CAT) (MITTLER, 2002; ROUHIER et al.,

2008). A enzima SOD esta presente em varias organelas celulares e atua na conversdo de O, em
H202, como primeira defesa contra o estresse oxidativo na célula (NATH et al., 2013; HARMAN et
al., 2019). Em seguida, APX atua convertendo H20. em H2O, mas para isso, assim como GPX,
exigem um ciclo de regeneracdo de ascorbato (AsA) e/ou glutationa (GSH) (BONIFACIO et al.,
2011). Para esse ciclo de regeneragdo ocorre um aumento na expressao de genes que codificam

enzimas que reduzem principalmente APX e GPX oxidados para que se tornem ativos novamente.
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Algumas dessas enzimas sdo deidroascorbato redutase (DHAR), glutationa redutase (GR), e
monodeidroascorbato redutase (MDAR), que atuam de forma indireta para a reducdo de ROS (SOFO
etal., 2015; TRIPATHI et al., 2017). A enzima CAT € ativa nos peroxissomos, e atua reduzindo H2O>
em agua e O, molecular, o que a torna indispensavel para a desintoxicacdo do ROS durante o estresse
oxidativo (WILLEKENS, H. et al., 1997; MASTOURI; BJORKMAN; HARMAN, 2012).
Trichoderma spp. demonstraram também depender da sinalizacdo de ROS para uma variedade de
seus proprios processos celulares e de respostas a mudancas ambientais (CRUZ-MAGALHAES,
2019), o que sugere uma provavel interferéncia modulatéria nas plantas, durante o processo de
interacdo/comunicacao com elas.

Um mecanismo recorrente de acdo encontrado para Trichoderma spp. neste estudo foi a
producdo/acumulacéo de prolina, um aminoécido que atua como osmoprotetor celular (HARMAN et
al. 2019) de trés maneiras principais: (i) protegendo macromoléculas intracelulares contra ROS, (ii)
servindo como fonte de carbono e nitrogénio para a célula como resultado de seu metabolismo
oxidativo, e (iii), como discutido acima, atuando como um modulador do equilibrio osmotico da
célula (CHRISTGEN & BECKER 2018). Alguns mecanismos subjacentes de producdo de
fitohorménios exdgenos por Trichoderma, como formas semelhantes de &cido abscisico (ABA),
também podem proteger a planta de danos oxidativos (BANO et al. 2012; KHAN et al. 2013), bem
como modular outros metabolismos de resposta ao estresse (Fig. 9). Trichodermas rizosféricos e
endofiticos (Fig. 6) foram relatados como capazes de ajudar as plantas hospedeiras a se adaptarem as
condigdes de estresse abidtico, bem como promover seu crescimento através de vias biossintéticas de
fitohormonios (YAN et al. 2019). Através de uma variedade de metabdlitos secundarios sintetizados,
Trichoderma spp ajudam na solubilizacdo de compostos minerais que aumentam a disponibilidade
de nutrientes e, assim, a captacdo nutricional e crescimento radicular (RAJPUT et al. 2019). Viterbo
e colaboradores (2010) em trabalho com Trichoderma asperellum T203, que é um isolado ja
conhecido por ser utilizado como biocontrolador e promotor de crescimento de plantas, avaliaram
seus efeitos e sugerem que seus beneficios sdo resultados da atividade da 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminase, que promove a reducdo de etileno, regulador) produzido pelas plantas
sob condicgdes de estresse e que tende a ser prejudicial em altas concentragdes. Cabe lembrar que 0s
fitohormonios, em suas diversas formas, atuam como sinalizadores para o sistema de resposta das
plantas aos estresses diversos.

Os membros do género Trichoderma sdo excelentes produtores de metabolitos secundarios
com algumas fungdes ja conhecidas (Tabela 4). Existem mais de 2000 produtos naturais, como
peptaibols, peptideos ndo-ribossémicos, polipeptideos, terpenos, esteroides etc. metabolizados por
Trichoderma ssp. (ZEILINGER et al. 2016; PACHAURI et al. 2019), os quais desempenham papéis
importantes na interacdo Trichoderma-plantas (MUKHERJEE et al. 2012). Como mencionado acima,
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as especies de Trichoderma ao longo da evolugdo desenvolveram a capacidade de produzir uma
grande quantidade de enzimas extracelulares, bem como sistemas muito eficazes de resisténcia e
reparacdo de danos celulares e moleculares, capacidades estas que podem estender a
protecdo/beneficios aos seus hospedeiros (HARMAN et al. 2019). Algumas cepas de Trichoderma
conseguem superar condices ambientais extremas, como por ex. altas temperaturas, com a
superexpressdo de proteinas de choque térmico (HSPs) (MONTERO-BARRIENTOS et al., 2010).
Essas proteinas sdo induzidas por fatores ambientais e atuam em processos importantes em Varios
organismos como ‘acompanhantes’ moleculares, impedindo a desnaturacdo das proteinas e mantendo
a homeostase das proteinas (SCHAREF et al., 2012). Outro exemplo: quando observada a regulagéo
do acumulo de proteinas do tipo ‘aquaporina’ em plantas sob déficit hidrico, nota-se uma tendéncia
de aumento da expressao para 0s genes relacionados a esses canais de transporte de agua das
membranas celulares. Esses canais estdo relacionados ao aumento da permeabilidade a agua e a outras
moléculas pequenas atraveés das membranas bioldgicas (PANDEY et al., 2016), o que possivelmente
melhora o aproveitamento da agua disponivel no meio para as células. Os perfis bioquimicos e
moleculares dos genes/proteinas relacionados aos estresses devem ser ainda mais explorados e
estudados para entender a rede de sinalizacdo celular dos processos fisioldgicos envolvidos na

resposta da interacdo Trichoderma-hospedeiro em relagcdo aos estresses abioticos.

Em resumo, revisamos aqui o estado-da-arte do conhecimento sobre o uso de Trichoderma
spp. em ajudar as plantas a lidar com uma variedade de fatores de estresse abi6tico. Apesar de algumas
tendéncias e lacunas observadas na pertinente literatura investigada, o grande potencial para o
desenvolvimento de aplicacBGes alternativas envolvendo Trichoderma com interesse antropico
(agricultura, industria, meio ambiente e satde) é claro. Os compostos e bioprodutos que podem ser
extraidos e formulados com base em espécies/isolados deste género fungico certamente podem
contribuir para ampliar as estratégias e op¢Oes para a producdo agricola com sustentabilidade e
segurancga alimentar, de salde e ambiental. Questdes relacionadas as mudangas climaticas estdo
pressionando a sociedade a avangar para um mundo de bioeconomia (BUGGE et al. 2016; VALLI et
al. 2018) que podem ajudar a mitigar uma grande variedade de processos antropogénicos que estao
degradando atualmente a biodiversidade e 0s servigcos ecossistémicos em taxas sem precedentes
(ZARI, 2014; PEDUZZI, 2019). Considerando também outras questdes atuais ndo resolvidas
relacionadas ao sistema de registro de bioprodutos e o escopo de sua aplicabilidade (e.g. BERG et al.
2013; CHOJNACKA, 2015), pode ser considerado vantajoso para um produto biotecnolégico ter
multiplas fungdes simultaneas, uma possibilidade que estd claramente presente no mundo
Trichoderma para uma variedade de isolados (VINALE et al. 2008; SCHUSTER & SCHMOLL
2010; MUKHERJEE et al. 2013; HIDANGMAYUM & DWIVEDI 2018).
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7. CONCLUSOES

Conclui-se, entdo, que:

(i) os relatos cientificos relacionados a vérias atividades biolégicas do Trichoderma com
efeitos benéficos em plantas hospedeiras tém um alto potencial para agregar valor aos bioprodutos
existentes e a derivados de outras espécies deste género fungico.

(ii) A espécie T. harzianum é a mais estudada até 0 momento, provavelmente por possuir
atividade amplamente estudada para o biocontrole de fitopatdgenos, possuir conjunto de bioprodutos
eficientes no mercado, e ser um complexo de espécies ndo caracterizadas ainda, com morfologias
indistinguiveis.

(iii) As espécies vegetais hospedeiras mais estudadas sdo principalmente aquelas de interesse
econdmico, ciclos curtos e de facil propagacao para ensaios e experimentacao.

(iv) Os trés estresses mais estudados — salino, déficit hidrico e por metais pesados — sdo 0s
problemas agricolas que mais preocupam a producdo de alimentos na atualidade, sendo que
alternativas sustentaveis sdo as melhores opcbes para o futuro, a luz da realidade de mudancas
climéticas no antropoceno.

(v) O potencial da interacdo Trichoderma-hospedeiro ainda possui lacunas a serem
preenchidas, areas relacionadas as -omicas, efeitos epigenéticos ainda devem ser mais exploradas

para melhor entendimentos dos processos bioldgicos envolvidos nessa interacao.
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