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RESUMO: Trichoderma harzianum é um microrganismo utilizado em biopesticidas e biofertilizantes
comerciais para o controle biolégico de fungos fitopatogénicos. O objetivo desse estudo foi avaliar a
atividade de biocontrole realizado por Trichoderma harzianum em presenca glifosinato de amoénio,
herbicida amplamente utilizado em préticas agricolas. Para isso, foi realizada a transformacao genética
de T. harzianum com o gene de toleréncia ao herbicida glifosinato de aménio (bar). Transformantes e
T. harzianum selvagem foram avaliados quanto ao crescimento e atividade de biocontrole de Fusarium
moniliforme em diferentes condic6es de crescimento, demonstrando efeitos toxicos desse herbicida ao
fungos selvagem e sua atividade antagonista. A estratégia representa uma perspectiva biotecnoldgica
para a prospeccao de genes de interesse para a transgenia de plantas, bem como, seleg¢do de linhagens
de Trichoderma mais eficientes no controle bioldgico de fitopatogenos.
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INTRODUCAO

Trichoderma harzianum é um
microrganismo de controle bioldgico eficaz contra
patobgenos de importancia epidemioldgica
(TOURNAS, 2005). Ao longo dos ultimos anos,
a transformacdo genética tem sido uma ferramenta
indispensavel para a analise funcional de genes de
interesse  biotecnoldgico. Nesse sentido, as
propostas Uteis sdo a delecdo (knock out) ou a
superexpressdo da transcricdo do gene alvo
(MASSART & JIJAKLI, 2007).

A principal estratégia empregada na
prospeccdo de genes em espécies de Trichoderma
com potencial biotecnoldgico € a transformagédo
genética. Através das técnicas de delecdo,
silenciamento e superexpressdao €& possivel
identificar genes marcadores para o biocontrole,
selecionar linhagens mais eficazes na agricultura,
além de permitir a analise funcional de genes de
Trichoderma com aplicacBes agricolas e
industriais (HERMOSA et al, 2011;
FRISCHMANN et al., 2013; SCHUSTER et al.,
2012).

O objetivo deste trabalho foi de realizar a
transformacdo genética de T. harzianum com o
gene de tolerancia a glifosinato de amoénio, e

avaliar os biocontrole dos transformantes em
presenca de herbicida.

MATERIAL E METODOS

Trichoderma harzianum ALL 42 da
colecdo do Laboratério de Enzimologia
(UFG/ICB) e o fungo fitopatogénico Fusarium sp
(EMBRAPA-ARROZ/FEIJAQ) foram mantidos
com repiques em meio MYG (0,5% de extrato de
malte, 0,25% de extrato de levedura, 1% de
glicose e 2% de &gar) e também em meio BDA.

A construgdo do vetor do gene de
tolerancia ao herbicida glifosinato de aménio
(bar), bem como, a transformagdo de T.
harzianum foram realizados no Laboratério de
Engenharia Genética aplicada a agricultura
tropical da EMBRAPA Biotecnologia-Cenargen.
Para a transformagdo de T. harzianum (ALL42)
por  bombardeamento,  microparticulas  de
tungsténio M5 contendo 5 pg do vetor de
superexpressdo, foram preparadas de acordo com
Aragéo et al. (2002). Cada transformante obtido
foi isolado em uma placa contendo glifosinato de
amonio.

Os transformantes de T. harzianum foram
avaliados quanto a alteracBes fenotipicas, bem
como, & atividade antagonista de Fusarium
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moniliforma. Tanto os testes de crescimento
quanto de antagonismo foram testados também
em meio contendo o herbicida glifosinato de
amonio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 9 transformantes de
Trichoderma harzianum via biobalistica, sendo
gue quatro foram selecionados para 0s bioensaios
(T1, T2, T3e T4).

MEIO BDA

MEIO BDA +
G.A

CONTROLE
MEIO BDA

CONTROLEMEIO
BDA + G.A.

Figura 1 - Bioensaios com Trichoderma
harzianum selvagem e transformantes (T1, T2,
T3 e T4). Linha 1: crescimento em meio BDA.
Linha 2: crescimento em meio BDA e
glifosinato de aménio, Linha 3: confronto com
Fusarium em meio BDA. Linha 4: confronto
com Fusarium em meio BDA com glifosinato
de amonio.

Foi possivel observar que o glifosinato de
amonio afetou o crescimento de T. harzianum,
bem como, sua atividade de biocontrole (Fig. 1,
linhas 2 e 3). Ja foi relatado que os herbicidas
podem interagir com fungos antagonistas,
afetando seu desempenho (PEIXOTO et al., 2010)

Nossos resultados s&o similares aos
estudos realizados por Reis et al. (2013), em que
foi observado que herbicidas afetam o
crescimento e esporulagdo de isolados de
Trichoderma sp.

Transformantes em meio contendo com o
herbicida foram tolerantes ao glifosinato de
amonio devido a presenca do gene de resisténcia
(bar) no seu vetor de expressdo. E ainda, foram
mantidas as atividades de biocontrole de
Fusarium moniliforme. Sendo assim, essa
representa uma nova perspectiva biotecnoldgica
para estudos da acdo de herbicidas em
microrganismos de controle bioldgico.

CONCLUSAO
A estratégia de estudo com transformantes
superexpressando o gene de tolerancia ao
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herbicida glifosinato de amonio representa uma
perspectiva biotecnoldgica para a prospeccdo de
genes de interesse para a transgenia de plantas,
bem como, selecdo de linhagens de Trichoderma
sp. mais eficientes no controle biolégico de
fitopatogenos.
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