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RESUMO: Trichoderma harzianum é um biofungicida utilizado para o controle biológico de fitopatógenos. 
Estudos com esse microrganismo identificaram o gene codificador uma hidrolase durante o biontrole de 
fitopatógenos de importância econômica. Nesse trabalho foi realizada a transformação genética de Nicotiana 
tabacum com essa hidrolase de T. harzianum e avaliado o potencial biotecnológico desse gene para a 
tolerância de plantas a fitopatógenos. Foram obtidas 110 linhagens transgênicas, sendo que quinze progênies 
foram avaliadas quanto a tolerância a Sclerotinia sclerotiorum. Foi observado que linhagens de tabaco 
transformadas com esse gene apresentaram desenvolvimento e morfologia inalteradas e, ainda, maior 
tolerância ao fitopatógeno quando comparado ao tabaco selvagem. Nossos resultados indicam o elevado 
potencial de hidrolase de Trichoderma harzianum para a transgenia de plantas de valor comercial. 
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INTRODUÇÃO  
 Plantas geneticamente modificadas 

surgiram como propostas úteis para a redução de 

pragas que interferem na produção agrícola e 

aumentar de resistência de plantas a 

fitopatógenos. Entretanto, para o estudo de 

aplicabilidade de genes em plantas com interesse 

econômico, a expressão prévia em plantas modelo 

surge como excelente alternativa. 

  Atualmente, são conhecidos trabalhos de 

transformação de plantas utilizando genes de 

Trichoderma, sendo que foi demonstrado que 

estas apresentaram resistência a estresses biótico 

e abiótico (Montero-Barrientos et al., 2010; 

Hermosa et al., 2011). Além disso, proteínas de 

reconhecido interesse biotecnológico de 

Trichoderma já são produzidas com sucesso para 

aplicações agrícolas e industriais (Lorito et al., 

2010; Woo et al., 2002). Assim, a expressão de 

proteínas de Trichoderma em plantas representa 

excelente estratégia biotecnológica para diminuir 

o custo de produção de proteínas quando 

comparada as alternativas atuais e, ainda, 

identifica genes de interesse biotecnológico para a 

transgenia de plantas de interesse econômico. 

Recentemente, nosso grupo identificou genes 

de Trichoderma harzianum que estão 

relacionados com o biocontrole de fitopatógenos 

de feijão (Vieira et al., 2013). Neste foi 

demonstrado que uma hidrolase (hidrolase 76) 

representa potencial biotecnológico para a 

obtenção de plantas resistentes a fatores bióticos. 

Sendo assim, neste trabalho foram transformadas 

plantas de tabaco com uma hidrolase de 

Trichoderma harzianum e as plantas avaliadas 

quanto à resistência a Sclerotinia sclerotiorum. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 
Construção do vetor e transformação 

genética de tabaco (Nicotiana tabacum) via 
Agrobacterium tumefaciens  

A sequência do gene identificado em 
Trichoderma harzianum que está relacionada com 
o micoparasitismo (hidrolase família 76) foi 
clonada no vetor pc3300GCHI. Agrobacterium 
EHA 105 contendo os vetores binários (gene bar e 
gene nptII que, confere resistência ao antibiótico 
canamicina), foram inoculadas em 10 mL de meio 
LB contendo o antibiótico rifampicina (100 mg/L) 
por um período de 16 horas. A cultura diluída de 
Agrobacterium foi adicionada a explantes foliares 
de tabaco (cv. Xanthi), e mantidas durante 30 
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minutos sob leve agitação. Após a co-cultura, os 
explantes foram transferidos para placas contendo 
meio MS sólido suplementado com 1 mg/L de 
BAP por 48 horas a 28°C, no escuro, e 
posteriormente, cultivados por três semanas em 
meio de regeneração (MS, BAP, Rifampicina e 
glifosinato de amônio). Os calos formados foram 
transferidos para frascos contendo meio de 
enraizamento e as plantas positivas, selecionadas 
para aclimatação. (ARAGÃO et al., 2002). 

Análise das plantas regeneradas e 
bioensaios 

Após a regeneração das plantas positivas 
forma feitos testes para analisar a integração e 
expressão das seqüências introduzidas por PCR. 
As plantas regeneradas expressando os genes sm1 
e hidrolase foram avaliadas quanto a resistência 
ao fitopatógeno Sclerotinia sclerotiorum.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Folhas de Nicotiana tabacum 
selvagem e linhagens transformadas (H23, H30 e 
H101) 72 horas após inoculação com o 
fitopatógeno Sclerotinia sclerotiorum. 

 
Foi possível observar que plantas de 

tabaco selvagem e as 15 linhagens transformadas 
apresentaram crescimento e morfologia 
semelhantes em todos os tempos avaliados.  

Dentre as linhagens transgênicas, H23, 
H30 e H101 apresentaram maior tolerância ao 
fitopatógeno no tempo de 72 horas quando 
comparadas a linhagem controle (Figuras 1). E 
ainda, um reduzido número de folhas foi 
lesionado nesse tempo. 

Desta maneira, a transformação genética 
de plantas utilizando esse gene de Trichoderma 
harzianum constitui uma ferramenta de grande 
potencial para a produção de plantas resistentes a 
fungos fitopatogênicos. Além disso, o 
conhecimento adquirido com a expressão e 
validação desses genes em plantas modelo surge 
como excelente alternativa para o estudo de 
aplicabilidade desses genes em cultivares de 
interesse econômico, como o feijão.  

 

CONCLUSÃO 
 

Plantas transgênicas resistentes a fungos 
patogênicos utilizando o gene codificador da 
hidrolase 76 de Trichoderma harzianum 
representa uma excelente estratégia a ser utilizada 
em biotecnologia agrícola. Essa possibilidade 
pode representar aumento da competitividade 
agrícola, da segurança alimentar e, ainda, o ganho 
ambiental pela menor aplicação de agroquímicos. 
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