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RESUMO

Os fungos do género Trichoderma sdo amplamente reconhecidos por suas aplicagdes biotecnologicas,
incluindo o biocontrole, promocao do crescimento vegetal e producao de compostos bioativos. Neste
estudo, foi investigado o potencial biotecnoldgico do fungo Trichoderma pseudodensum, que foi
incubado em meio liquido MDB (batata e dextrose) por 21 dias. Apds o periodo de incubacgdo, foi
realizada a extracdo dos metabolitos produzidos utilizando acetato de etila (AcOEt) para obtencao do
extrato bruto. O extrato bruto foi avaliado quanto a atividade antifingica contra os fitopatdogenos
Curvularia lunata e Sclerotinia sclerotiorum, além de uma andlise da atividade alelopatica em sementes
de alface. Os resultados mostraram que o extrato inibiu significativamente o crescimento dos
fitopatogenos, com destaque para a inibigdo de 74,53% em S. sclerotiorum. Adicionalmente, a
atividade aleloquimica foi evidenciada pela inibi¢do do desenvolvimento da plantula em 82,8% e das
raizes em 93,7% na maior concentracdo testada (1000 mg L™'). Para a caracterizagdo quimica dos
metabolitos, o extrato bruto foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-MYS), resultando na identificagao de 20 compostos, dos quais dois foram majoritarios: o acetato
de 22,23-dibromostigmasterol (11,26%) e o ftalato de di-n-octilo (44,46%). Esses resultados indicam
que T. pseudodensum possui um grande potencial biotecnoldgico na producao de compostos bioativos,
sugerindo sua utilizagdo em praticas agricolas sustentaveis.

Palavras-chave: Trichoderma pseudodensum, Fungos filamentosos, Metabdlitos bioativos, Atividade
antifungica.
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1 INTRODUCAO

Existem 375 espécies conhecidas do género Trichoderma (Cai & Druzhinina, 2021). Esses
fungos pertencem a divisao Ascomycota, subdivisao Pezizomycotina, classe Sordariomycetes e ordem
Hypocreales (Modrzewska et al., 2022). Membros da familia Ascomycota estao associados a presenca
de individuos que se reproduzem assexuadamente (anamorfo) e individuos que se reproduzem
sexuadamente (teleomorfo) (Kubiak et al., 2023).

Os fungos deste género sao fungos filamentosos e cosmopolitas, sio amplamente distribuidos,
ocorrem em todas as zonas climaticas, em diferentes ambientes, como solo, plantas, madeira morta e
casca. Os fungos das espécies de Trichoderma podem ser facilmente isolados do solo, crescem
rapidamente em condi¢des de laboratorio e produzem numerosos conidios brancos e verdes
(Modrzewska et al., 2022). Eles s@o considerados organismos saprofitos, capazes de colonizar e
decompor matéria organica morta. Além disso, exibem propriedades parasitarias em relacdo a outros
fungos, bem como habilidades simbioticas e endofiticas em relagdo as plantas (Kubiak et al., 2023).

Espécies de Trichoderma possuem diversas aplicagdes biotecnologicas. Podem atuar como
biocontrole, como biofungicidas para proteger as plantas contra doengas e como agentes de
biorremediacdo para limpar ambientes contaminados. Além disso, estdo envolvidas na produgdo de
enzimas, antibioticos e outros metabolitos, que sdo essenciais para diversos processos industriais,
incluindo a producao de biocombustiveis (Kubiak et al., 2023; Villao-Uzho et al., 2024).

Trichoderma spp. sdo agentes de biocontrole eficientes que podem proteger as plantas contra
varios patogenos fungicos. Eles utilizam multiplos mecanismos, como micoparasitismo, competi¢ao
por nutrientes € espaco, antibiose e indugdo de respostas de defesa nas plantas (Modrzewska et al.,
2022). Cepas de Trichoderma eficientes em biocontrole estdo sendo desenvolvidas como fungicidas
biologicos promissores. Exemplos incluem as cepas de T. viride e T. harzianum, que possuem
diferentes graus de efeitos inibitdrios sobre 29 espécies de fungos patogénicos de plantas pertencentes
a 18 géneros, incluindo Botrytis, Fusarium e Rhizoctonia (Yao et al., 2023).

Outro agente de biocontrole de sucesso ¢ o T. longibrachiatum T6, possui um bom controle do
tombamento de pimentdo e pode controlar efetivamente a disseminacgao da doenga. O controle foi de
até 54,8%, o que € 12,5% superior ao do pesticida quimico carbendazim. Outro exemplo, podemos
incluir o T. harzianum que demonstrou controle sobre o crescimento por Phytophthora em pimentao e
batata. Ele pode inibir o crescimento do Phytophthora no solo, reduzir o nimero de fungos patogénicos
e reduzir efetivamente a taxa de mudas mortas e o indice de doencas nas plantas (Yao et al., 2023).

As espécies de Trichoderma sdo consideradas uma rica fonte de metabolitos secundarios

bioativos distintos devido a presenga de numerosos clusters de genes biossintéticos, que lhes permitem
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se adaptar a diferentes bidtopos ecoldgicos. Varios metabolitos secundarios de Trichoderma foram
isolados, incluindo terpenoides, policetideos, peptideos, alcaloides e esteroides. A maioria desses
compostos exibiu efeitos antimicrobianos, citotoxicos e antifungicos (Guo et al., 2023; Schmoll &
Schuster, 2010). Khan e colaboradores reportaram mais de 40 compostos produzidos por fungos
Trichoderma ssp. que exibiram atividade antifingica contra fungos fitopatogénicos (Khan et al., 2020).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelo Trichoderma atuam como moléculas sinalizadoras
fundamentais, permitindo a comunicagdo com o ambiente e interagindo com diversos organismos ao
seu redor, como microorganismos benéficos, plantas e patdogenos. Esses metabolitos desempenham
fungdes bioldgicas variadas durante a colonizacdo da rizosfera e das raizes, como protecao do proprio
fungo, regulacdo do crescimento vegetal, aumento da resisténcia a estresses bidticos e abidticos, além
de limitar a acdo de bactérias, nematoides e patdgenos filamentosos.

Em resumo, a versatilidade do Trichoderma em termos de biocontrole, sintese de metabolitos
secundarios e promog¢do do crescimento vegetal fazem desse género um enorme potencial
biotecnoldgico em diversas areas, como agricultura, biocombustiveis e farmacéutica. No intuito de
avaliar o potencial biotecnologico dos fungos do género Trichoderma o fungo filamentoso
Trichoderma pseudodensum, foi submetido a fermentacao utilizando meio liquido e obteve-se o extrato
bruto acetato de etila. O extrato bruto foi submetido aos ensaios antifingico e aleloquimico, bem como
cromatografia gasosa para identificagdo dos metabolitos secundarios produzidos pelo fungo.

O fungo Trichoderma pseudodensum foi isolado e identificado pela primeira vez do solo
coletado na Reserva Natural de Shennogjia, na provincia de Hubei, China (Chen & Zhuang, 2017).
Filogeneticamente, T. pseudodensum ¢ relacionado a T. zayuense, mas eles diferem na morfologia da
colonia e no comprimento das fidlides. Nao existem estudos sobre a diversidade quimica produzida

por T. pseudodensum, nem estudos das suas propriedades biotecnolédgicas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 CULTIVO DO FUNGO EM MEIO LiQUIDO PARA OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO

O fungo filamentoso utilizado no presente trabalho foi isolado por Alves (2020), e identificado
por biologia molecular como Trichoderma pseudodensum (Alves 2020).

O fungo foi crescido em placas de Petri contendo meio BDA (Batata Dextrose Agar) e
incubadas em camara BOD (Biochemical Oxygen Demand) a uma temperatura de 25°C por 7 dias.
Logo apos foi realizada a inoculacdo em meio liquido MDB (Meio de Dextrose e Batata) em
Erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de meio de cultivo, os Erlenmeyers foram mantidos em

bancada por 21 dias em temperatura ambiente.

~
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Apos esse periodo o caldo foi separado do micélio por filtragdo a vacuo, utilizando papel filtro
e funil de Buchner. O filtrado foi submetido a parti¢ao liquido/liquido em triplicata, utilizando
cloroféormio (CHCI3) numa propor¢ao de 2:1. Apds o cloroféormio foi evaporado em evaporador

rotativo sob pressdo reduzida, fornecendo o extrato bruto AcOEt.

2.2 AVALIACAO POR CROMATOGRAFIA GASOSA COM ESPECTROMETRO DE MASSAS
(CG-EM)

A investigacdo da composi¢ao quimica do extrato bruto foi realizada via analise de
cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massas (EM), na central analitica da
Universidade de Sao Paulo (USP), utilizando equipamento Shimadzu - Modelo GCMS-QP202. Foi
utilizada coluna capilar de grande calibre BP-5 (30 mm x 0,53 mm i.d., 1,0 mm de espessura de filme).
O gés Hélio (He) foi utilizado como gés transportador, com vazao de 1,9 mL min-1 e 107 KPa de
pressdo de entrada. A temperatura do forno da CG foi programada para 0°C a 280°C, com rampa de
aquecimento de 2,5 °C min-1. O espectro de massa foi obtido no intervalo de 40-650 amu, operando a
70 eV, e a fonte foi mantida a temperatura de 280°C. Os dados obtidos do espectro de massa foram

comparados com os espectros de massas do NIST do banco de dados CG-MS.

2.3 ENSAIO DE ALELOPATIA

O extrato bruto foi submetido a atividade alelopatica utilizando sementes de alface (Lactuca
sativa) da marca Feltrin Sementes. Foram usadas trés diferentes concentragdes para o ensaio: 100, 500
e 1000 png mL-1. A concentragdo de controle ndo continha extrato bruto e foi chamada de concentracao
0.

A aplicagdo das concentragdes foi realizada em triplicata em placas de Petri contendo papel
filtro. Ap6s a adicdo de 1 mL de cada concentragdo, esperou-se 24 horas para evaporagdo do solvente
e adicionou-se 15 sementes de alface em cada placa. As sementes foram incubadas em torno de 25°C
durante 5 dias. Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de protusdo da
radicula. Apos o periodo de 5 dias foi avaliado a porcentagem de sementes germinadas e comprimento
daraiz e total das plantulas, medidas com auxilio de um paquimetro. O teste foi realizado em triplicata
e os valores do comprimento da raiz e total das plantulas foram submetidos a andlise de variancia
utilizando o programa SISVAR 5.7 e a comparacao das médias foi realizada pela regressao linear com

5% de probabilidade.
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2.4 AVALIACAO ANTIFUNGICA

A avaliagdo de inibi¢ao do crescimento micelial foi realizada para os fungos fitopatogénicos
Curvularia lunata e Sclerotinia sclerotiorum. O teste foi realizado em placas de Petri contendo meio
BDA. Os extratos brutos com concentragdo de 5 mg mL-1 foram adicionados (100 pL) na superficie
do meio de cultivo BDA e espalhados na superficie do meio com auxilio de uma alga tipo Drigalsky.
Posteriormente discos do micélio do fungo fitopatégeno foram inoculados no centro de cada placa. A
testemunha continha apenas o fungo fitopatogénico. O teste foi realizado em triplicata. As placas foram
incubadas em BOD, a 25 °C, por 5 dias. A avaliacao foi realizada medindo — se os didmetros da colonia
de crescimento do fungo fitopatdégeno. Calculou — se a porcentagem de inibicdo de crescimento
micelial através da formula PIC% = (DT — DTRAT) /DT x 100, em que DT ¢ o didmetro da testemunha

e DTRAT é o diametro da coldnia de cada tratamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSICAO QUIMICA DO EXTRATO BRUTO

A producdo de metabolitos secunddrios do fungo Trichoderma pseudodensum foi realizada
através de cromatografia gasosa com espectrometro de massas (CG-EM). A figura 2 mostra o

cromatograma obtido da anélise.

Figura 2 - Cromatograma obtido por CG-EM do perfil quimico do extrato bruto obtido do fungo Trichoderma
pseudodensum.
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Fonte: A autora (2024).
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Foram identificados 20 compostos quimicos produzidos pelo fungo T. pseudodensum, em

diferentes tempos de retengdo e porcentagem de area (Tabela 1).

Tabela 1 - Compostos quimicos do extrato bruto do enddfito Trichoderma pseudodensum.

Tempo A Classe do

Compostos Nome ret. (n?in) % Area Composto

1 Acido 4-metil-2-pentenoico 3,713 0,57 Acido carboxilico

2 2-feniletanol 6,427 3,46 Alcool

3 (3E, 5E) -nona-3,5-dien-2-ona 7,622 4,66 Cetona insaturada

4 2-metil-propanoato de 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentila 10,313 0,57 Ester

5 1,7-dimetil-4-(1-metiletil)-spiro[4,5]-dec-6-en-8-ona 14,485 0,65 Cetona

6 Tetra-hidroionona 14,990 1,36 Cetona

7 Benzoato de benzila 15,284 0,79 Ester aromético

8 Acido palmitico 17,237 0,99 Acido carboxilico

9 Bisfenol F 17,790 1,27 Fenol

10 Tereftalato de diisobutila 18,450 2,88 Ester

11 2-(3-hidroxifenil)indeno-1,3-diona 19,956 0,71 Fenol

12 Citrato de tributila 20,186 0,55 Ester

13 9Z-Octadecenamida 21,090 5,60 Amida

14 hexanodioato de dioctila 21,380 1,90 Ester

acetato de (2,4a,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,7,8- .

1 h((exahidronaftaleno-l-il) 21,783 2,51 Ester

16 fosfato de tris(2-etil-hexil) 22,008 7,03 Fosfato

17 acetato de 22,23-dibromostigmasterol 22,167 11,26 Esteroide

1E,37,6E,10Z,14S)-3,7,11-trimetil-14-propano-2- .

18 ( iIciclotetraZieca—l,S,G,10—tetraer?o i 22,295 6.08 Diterpeno

19 Ftalato de di-n-octilo 22,673 44,46 Ftalato

20 bis(2-etil-hexil)benzeno-1,4-dicarboxilato 24,382 2,71 Ester

Total 100%

Foram 1identificados 2 compostos majoritarios, nomeados como acetato de 22,23-
dibromostigmasterol (17), com tempo de retencao de 22,16 minutos e area de 11,26%. E o Ftalato de
di-n-octilo (19) (Figura 3), com tempo de retenc¢do de 22,67 minutos e area de 44,46%. Este presente
estudo esta em concordancia com o reportado por Li e colaboradores (2019), em que alguns compostos
similares aos identificados no extrato obtido de T. pseudodensum foram isolados de cepas do género
Trichoderma, como o ftalato de dibutil isolado de cepas de T. citrinoviride cf-27 (Li et al., 2019). E o

estigmasterol e acido palmitico isolados de T. harzianum T-4 e T. koningii T-8 (Li et al., 2019).

REVISTA ARACE, Séo José dos Pinhais, v. 6, n. 2, p- 780-791, 2024 785

‘



ﬁ

ISSN: 2358-2472

Figura 3 - Estruturas quimicas dos compostos majoritarios produzidos por Trichoderma pseudodensum.

19

Fonte: Autor, 2024.

Esteres de acido ftalico (PAEs), comumente chamados de ftalatos recentemente, atrairam a
aten¢do global devido ao seu alto volume de producao, uso generalizado em produtos de consumo e
efeitos deletérios a saude. Muito usado como plastificante, ftalatos ndo sdo covalentemente ligados a
matriz de plastico e podem lixiviam facilmente os produtos para o ambiente circundante. Preocupagdes
de saude publica desses contaminantes ambientais onipresentes incluem propriedades carcinogénicas,
teratogénicas, hepatotoxicas e de desregulagdo endocrina. Alguns ftalatos ja sdo relatados como
reprodutivos e téxicos para o desenvolvimento em animais e suspeita de doencas endocrinas
disruptoras em humanos. Entre outros, di-(2-etilhexil) ftalato (DEHP) e di-n-octil ftalato (Dn-OP) (19),
foram listados como poluentes centrais por varias agéncias reguladoras devido a sua baixa solubilidade
em agua, alta persisténcia no ambiente e toxicidade para o figado, rim, tiredide, e sistema imunoldgico
(Sarkar et al., 2012).

Estigmasterol e sua classe de compostos sdao conhecidos por possuir varias atividades
farmacoldgicas. Estigmasterois sdo uma parte ativa de extratos cianobacterianos que exibem atividades
antimicrobianas e citotoxicas. Estigmasterois com os derivados organicos ligados a proteina central,

historicamente encontrados por possuir propriedades antifungicas (Karthik et al., 2015).

3.2 ATIVIDADE ALELOPATICA

O ensaio alelopatico foi realizado em triplicata utilizando placas de Petri com quatro
concentragdes 0, 100, 500 e 1000 mg L-1, onde 0 foi denominado como controle (branco). As sementes
de alface (Lactuca sativa L.) foram incubadas durante um periodo de cinco dias.

Um aspecto importante para caracterizar uma atividade alelopatica ¢ a influéncia do extrato no
comprimento das plantulas. Logo, apo6s os cinco dias de inoculagdo foi avaliado a porcentagem de

sementes germinadas e realizada a medi¢do dos comprimentos das plantulas onde evidenciou que o
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extrato bruto demonstrou atividade de inibi¢do de germinacdo das sementes de alface. Apds realizou

— se os calculos das médias de comprimento da raiz ¢ do comprimento total (Tabela 2) através do

programa Sisvar pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2 — Valores médios do comprimento da raiz (mm) e do comprimento total (mm) de plantulas de alface tratadas com
o extrato bruto de Trichoderma pseudodensum.

Comprimento médio das raizes | Comprimento médio total
(mm) (mm)
Tratamento Extrato* Extrato*
Controle 30,58 a3 43,80 a2
100 mg L! 19,08 a2 a3 27,85al a2
500mg L™ 3,57al a2 11,12al
1000 mg L™ 1,92 al 7,51 al
CV (%)** 47,19 40,62

*M¢édias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. **CV =
Coeficiente de variagao.

As médias de cada concentracdo do extrato foi submetida também a andlise de regressado linear

pelo programa Sisvar representado na Figura 4.

Figura 4 — Gréfico de regressdo linear da atividade alelopatica do extrato bruto de Trichoderma pseudodensum.
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CONCENTRACAO DO EXTRATO

Fonte: Autor, 2024

O extrato de Trichoderma pseudodensum demonstrou significativa atividade inibitoria no
desenvolvimento de plantulas e raizes de alface. A inibi¢do teve inicio na menor concentracao testada
(100 mg L") e aumentou progressivamente, atingindo 82,8% de inibi¢gdo no desenvolvimento das
plantulas e 93,7% nas raizes na maior concentragdo (1000 mg L), em comparagdo ao controle. A

analise dos dados revelou uma forte correlagdo entre a concentragao do extrato e o efeito inibitério,

‘
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com coeficientes de determinagdo (R?) de 0,93 para o comprimento das raizes e 0,94 para o tamanho
total das plantulas.

De acordo com Fujii e Hiradate (2007) os efeitos alelopaticos causados em plantas ocorrem por
meio de substincia produzidas por metabodlitos secundarios das classes alcaloides, cumarinas e
compostos fenolicos, dos quais alguns foram identificados no extrato de T. pseudodensum, e podem

estar associadas aos efeitos alelopaticos observados.

3.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Foi realizada uma triagem da atividade antifungica do extrato bruto de Trichoderma
pseudodensum em meio BDA, frente aos fitopatdgenos Sclerotinia sclerotiorum e Curvularia lunata,
em triplicata. A atividade inibitoria do extrato foi observada por meio da medicao dos diametros das
coldnias. Com os dados obtidos, calculou-se a porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PIC).
O extrato apresentou uma inibicdo de 74,53% contra S. sclerotiorum e 14,72% contra C. lunata,

evidenciando uma maior atividade antifungica contra S. sclerotiorum (figura 5).

Figura 5 — Ensaio da atividade antifiingica do extrato de Trichoderma pseudodensum em meio BDA. (A) controle
fitopatdogeno Sclerotinia sclerotiorum e ensaio extrato espelhado na placa contra o S. sclerotiorum. (B) controle
fitopatdogeno Curvularia lunata e ensaio extrato espelhado na placa contra o C. lunata.

Fonte: Autor, 2024.

Dentre os fitopatégenos de grande importincia agrondmica destaca-se o “mofo-branco”
(Sclerotinia sclerotiorum) que ataca a parte inferior da planta de soja, milho, sorgo e de legumes,
ocasionando lesdes de coloragdao branca com acumulo de agua nos 6rgdos vegetativos afetados. Este
fungo apresenta como forma de resisténcia o esclerddio, que pode ficar vidvel no solo por até 11 anos.
O S. sclerotiorum ataca cerca de 400 espécies vegetais em 270 géneros pertencentes a 75 familias,
dentre estas, grande parte de uso agricola na producao de 6leo, ra¢do e de frutas (Filho et al., 2020).

Cepas do género Trichoderma, como T. viride e T. harzianum, sdo utilizados no controle

biolégico de S. sclerotiorum (Guo et al., 2023; Yao et al., 2023). Geralmente, Trichoderma pode invadir
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as hifas de S. sclerotiorum, aderir e envolver-se nas hifas, e romper até que se desintegram (Yao et al.,
2023). Compostos produzidos por cepas de Trichoderma apresentaram atividade antifingica contra S.
slerotiorum, como por exemplo, o acido harzianico, um &cido tretramico produzido por T. harzianum
M10 (Li et al., 2019).

Além disso, Akhtar, Javaid e Qreshi (2020) avaliaram a atividade antifingica de extratos da
planta Sisymbrium irio contra o fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp. cepae, causador da doenca
podridao basal em cultivares de cebola. Os extratos das folhas apresentaram potencial antifungico
devido a presenca de compostos bioativos, tais como o y- sisterol, e o ftalato de di-n-octilo, composto
identificado como majoritario produzido por T. pseudodensum. O que pode justificar a atividade

antifiingica apresentada pelo extrato contra S. slerotiorum.

4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo destacam o significativo potencial biotecnoldgico de Trichoderma
pseudodensum, especialmente no biocontrole de fitopatdogenos e na inibigdo de crescimento vegetal
por meio de compostos aleloquimicos. A alta inibi¢cdo de Sclerotinia sclerotiorum de 74,53% e o
impacto sobre o desenvolvimento de plantulas de alface com inibi¢ao do desenvolvimento da plantula
em 82,8% e das raizes em 93,7%, refor¢am a capacidade deste fungo em produzir compostos bioativos
com aplicagdes promissoras na agricultura sustentavel.

A caracterizagdo quimica revelou a presenga de metabolitos importantes, como o Ftalato de di-
n-octilo, que possui atividade antifingica reportada na literatura. Isto sugere que o extrato bruto de T.
pseudodensum pode ser explorado como uma ferramenta eficiente tanto no controle de pragas quanto
na modulacao do crescimento vegetal, oferecendo novas oportunidades para o desenvolvimento de

produtos agricolas mais ecoldgicos.
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