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RESUMO 
 
 
 
A presença de metais pesados no solo tem sido cada vez mais frequente, aumentando 

dentre vários problemas, os de cunho agrícola. Espécies de Trichoderma estão entre 

os agentes de biocontrole mais conhecidos e empregados mundialmente, pois além de 

possuir ações como parasitismo e antibiose, possui grande resistência a metais, 

podendo também absorvê-los. Sendo assim, faz-se necessário, estudos mais 

aprofundados a cerca da resistência desse fungo a metais, envolvendo pesquisas que 

esclareçam melhor os processos envolvidos. Neste trabalho, objetivamos melhor 

compreensão a cerca da tolerância de Trichoderma harzianum ao alumínio, através do 

seu crescimento em diferentes meios de cultura com variadas concentrações do metal. 

Avaliamos também a secreção de proteínas quando o fungo crescia na presença de 

alumínio. Além disso, analisamos a resposta gênica ao estresse pelo metal através do 

sequenciamento de amostras de RNA obtidas quando o fungo foi crescido em meio 

BDA e submetido às concentrações de 1,5 e 3,0 mg/mL de cloreto de alumínio. Foi 

possível constatar que T. harzianum apresenta maior crescimento micelial quando 

crescido em meio BDA, comparado aos meios MEX e MYG, apresentando níveis de 

secreção de proteínas inversamente proporcionais às concentrações crescentes de 

alumínio. Foi observada alteração na expressão gênica através do aumento da 

quantidade de determinados fatores de transcrição de resposta a estresse, além da 

indução de genes envolvidos em sinalização celular mediada por proteína G e 

aumento em genes envolvidos com transporte vacuolar e proteínas transportadoras. A 

repressão de genes que codificam proteínas associadas a processos celulares 

importantes para o crescimento de T. harzianum também foi observada. No entanto, 

nossos resultados evidenciam que T. harzianum apresenta resistência significativa ao 

alumínio, uma vez que se mostra capaz de tolerar e absorver grandes concentrações 

deste metal, comumente prejudicial à agricultura. 

 

Palavras-Chave: biocontrole, resistência, alumínio, Trichoderma harzianum. 



 
 

 

ABSTRACT 
 
 
 
 

 
The presence of heavy metals in the soil has increased, causing many problems of 

an agricultural nature. Trichoderma are a species which is among the most well know 

and used biocontrol agents wordwide, as well as possessing qualities such tha 

parasitism and antibiosis, they have great resistance to metals and can also absorb 

them. Therefore, it is necessary for more detailed studies of the resistance of this 

fungus to metals and to research further the processes involved. In this work, we 

aimed to better understand the tolerance of T. harzianum to aluminum chloride, 

though a series of experiments performed in BDA, MEX e MYG, as well Bradford 

tests for quantification of proteins. In addition, we evaluated the gene response to 

metal stress through the sequencing RNA samples obtained when the fungus was 

created in BDA medium and submitted to concentrations of 1.5 and 3.0 mg / mL of 

aluminum chloride, 1.5 mg / mL, the fungus showed significant inhibition. It was 

observed that T. harzianum showed higher mycelial growth when grown in BDA 

medium compared to MEX and MYG, presenting levels of protein secretion inversely 

proportional to increasing concentrations of aluminum. The amount of transcription-

specific factors of the stress response was increased, as well as the induction of 

genes involved in G-mediated cell signaling and increase in genes involved in 

vacuolar transport and carrier proteins. A repression of genes encoding proteins 

associated with cellular processes important for the growth of T. harzianum was also 

observed. These results show that T. harzianum is resistant to aluminum since it is 

able to tolerate and absorb large concentrations of this metal, which is commonly 

harmful to agriculture. 

 

Key words: biocontrol, resistance, aluminum, Trichoderma harzianum. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

1.1. Trichoderma spp. 
 
 

Fungos do gênero Trichoderma são pertencentes ao filo Ascomycota 

(AGRIOS, 1997), classe dos Hifomicetos e ordem Hypocreales (ROIGERS et al., 

1991). Compreende fungos de vida livre, ubíquos, encontrados colonizando vários 

habitats, principalmente o solo, capazes de crescer em muitos substratos como 

materiais celulósicos decompondo resíduos vegetais (TOPOLOVEC-PINTARIC; 

ZUTIC; DERMIC, 2013) bem como outros fungos (SCHUSTER; SCHMOLL, 2010). 

São filamentosos e grandes produtores de esporos, seu micélio é formado de 

hifas hialinas ramificadas com parede lisa, medindo cerca de 5 a 10 μm de diâmetro 

(WEEDEN; SHELTON; HOFFMAN, 2008). Reproduzem-se assexuadamente por 

meio dos conidióforos, estruturas de formato cônico ou piramidal que formam zonas 

concêntricas pelos anéis sazonais (PAPAVIZAS, 1985; GAMS; BISSET, 1998). 

As hifas dão origem aos conidióforos responsáveis pela produção de conídios, 

podendo estes serem lisos ou rugosos, ovoides, subglobosos, elipsoides ou elíptico-

cilíndricos, com tamanho de 3 a 5 μm de diâmetro (MELO, 1996;  GRIFFIN, 1994; 

HOFFMAN, 2008). A quantidade e tonalidade dos conídios atribuem cor esverdeada 

ou amarelada às colônias, que por sua vez são algodonosas e crescem rapidamente 

(GAMS; BISSET, 1998; MELO,1991). 

 

 

Figura 1.Trichoderma harzianum crescido em meio BDA. 
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A capacidade de Trichoderma de se difundir em vários ecossistemas está 

diretamente relacionada com sua capacidade de suportar grandes variações de 

temperatura (MCBEATH & ADELMA, 1991). Algumas espécies são típicas de 

regiões frias como por exemplo Trichoderma minutisporum, Trichoderma oiride e 

Trichoderma polysporum que conseguem se desenvolver bem a 7 °C. No entanto, 

grande parte adapta-se melhor em temperaturas entre 25 ºC a 40 ºC, como 

Trichoderma hamatum (até 35 °C), Trichoderma harzianum (38 °C) e Trichoderma 

pseudokoningii (40 °C) (DANIELSON & DAVEY, 1973; HJELJORD et al, 2001; 

SAMUELS, 2006). 

Além da temperatura, fatores como tipo de solo, aeração, pH, umidade e 

nutrientes interferem no desenvolvimento de fungos deste gênero, bem como a 

presença de íons metálicos em alta concentração (DANIELSON & DAVEY, 1973; 

KUÇUK et al., 2008). 

Trichoderma spp. tem sido estudado a cerca de 70 anos, é conhecido por 

secretar antibióticos e enzimas, antagonizar e parasitar outros fungos e não causar 

doenças em plantas, sendo estas características importantes para o controle 

biológico (MELO, 1996; DRUZHININA et al, 2011; HARMAN, 2004; SCHUSTER & 

SCHMOLL, 2010). 

Dentre as espécies deste gênero, uma das que mais se destacam é 

Trichoderma harzianum, o qual apresenta grande variabilidade genética, é difundido 

em diversos ambientes e encontrado em solos de diversos países (DRUZHININA et 

al., 2005; GÓMEZ, CHET e HERRERA ESTRELLA, 1997; HARMAN et al., 2004). 

 
1.2. Controle Biológico por Trichoderma spp. 

 
Controle biológico é uma estratégia natural e ecológica no qual certos 

microrganismos são utilizados para substituir ou amenizar os métodos químicos 

empregados na agricultura, a fim de diminuir os danos ocasionados por organismos 

patogênicos e pragas causadoras de doenças em plantas. (CHET et al.,1997; 

BETTIOL, 1991; ALABOUVETTE, 2006). 

A utilização do controle biológico tem sido necessária, uma vez que a 

preocupação com a saúde e meio ambiente tem aumentado nos últimos anos, 

levando a intensificação de estudos que contribuam para a diminuição de 

agroquímicos (HOWELL, 2002; VERMA et al., 2007; TEMPLETON; HEINY, 1989; 
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WHIPPS; LUMSDEN, 2001). 

Grande parte dos antagonistas inoculados em mudas e solos são hifomicetos, 

muitos pertencentes aos gêneros Gliocladium, Penicillium e Trichoderma sendo este 

último, reconhecido por tolerar bem os fungicidas químicos e suprimir o crescimento 

de patógenos em plantas (KOMMEDAHL& WINDELS, 1981; JOENIARTI et al., 

2013). 

Desde 1930, o gênero Trichoderma tem sido estudado como agente de 

biocontrole atuando como antagonista de fungos patogênicos de plantas.  

Atualmente constituem 90% dos biofungicidas comerciais empregados em solos, 

folhas e sementes (PUNJA & UTKHEDE, 2003; GRIGORIEV et al., 2012; BENÍTEZ 

et al.,2004). 

A versatilidade de mecanismos utilizados por esse gênero torna-o muito 

atrativo para o controle biológico, sendo um dos fungos mais pesquisados em 

laboratórios e testados em casas de vegetações (WIJESINGHE et al., 2011; 

TRUSHINA et al., 2013; FILHO et al., 2008). 

Dentre os mecanismos de ação exercidos, podem se destacar alguns como 

competição, parasitismo e predação, ativação de enzimas líticas como as 

exoglucanases, celobioase, endoglucanase, celulases, glucanases e quitinases, 

além de induzir mudanças morfológicas e bioquímicas na planta hospedeira, como 

por exemplo, tolerância ao stress (VITERBO et al., 2002; LORITO et al., 2010). 

Estudos moleculares com espécies de Trichoderma indicam que enzimas 

como glucanases, quitinases e proteases são mais comumente produzidas durante o 

micoparasitismo, tendo relação com a composição da parede celular do hospedeiro 

(LATGÉ, 2010). 

Algumas espécies como Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum, e 

Trichoderma ghanense, utilizam uma vasta gama de compostos como fonte de 

carbono e nitrogênio, apresentam tolerância a vários fungicidas e resistência a 

inibidores produzidos por outros microrganismos (KULLNING et al., 2000; VINALE et 

al., 2008).  

Além de apresentar tolerância a vários fungicidas, Trichoderma harzianum 

utiliza mecanismos de ação complexa para parasitar outros microrganismos, 

envolvendo processos que vão desde o reconhecimento até o contato com o 

hospedeiro, expressando determinados genes fundamentais no processo de 

biocontrole (SHERM, et al., 2008). 
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1.3. Metais no solo 
 
 

O solo é composto de matéria viva, partes líquidas, sólidas e gasosas, 

materiais orgânicos e minerais. Trata-se de um dos principais ecossistemas, 

fornecendo condições de sobrevivência a várias espécies, tem como funções a 

conservação de nutrientes, proteção e manutenção do ciclo das águas subterrâneas, 

prospecção de microrganismos auxiliando em sua fertilidade e fornecimento de 

condições que favorecem a produção de alimentos (CETESB, 2015; SANTOS e 

BATISTA, 2015). 

Dentre os vários tipos de solos, os Latossolos abrangem 46% da área do 

Cerrado, apresentam grande acidez, alto teor de alumínio e  pH entre 4 a 5. 

Geralmente esses solos são profundos, apresentam coloração variando do vermelho 

a amarelo e são pobres em nutrientes como magnésio, potássio e calcário 

contribuindo para a acidez (LINDSAY, 1979). 

Apesar de o solo do cerrado ser considerado a savana mais rica do mundo no 

que compete a biodiversidade, contendo 10.000 espécies de plantas (4.400 

endêmicas), tem sido usada de forma imprópria, sendo alvo de descarte de 

contaminantes (ARRUDA, 2001; CAI et al., 2015). Geralmente a contaminação parte 

do uso de fertilizantes minerais, resíduos industriais e domésticos, bem como pelo 

uso de agroquímicos, prejudicando a condição do solo (COSTA et al., 2010; BONO 

et al., 2013; ENSINAS et al., 2014; ANDRADE et al., 2013; FERREIRA, 

2001). Outros poluentes como lodo de esgoto e esterco animal favorecem a 

deposição de metais no solo, águas subterrâneas e superficiais, podendo interferir 

na qualidade dos mesmos (McBRIDE, 2003; FILIZOLA et al., 2006; LIMA, 2011). 

O pH, a água e a presença de ligantes orgânicos são fundamentais para a 

mobilidade e disponibilidade de metais, sendo também de elevada importância 

quando se refere a solubilização dos metais no solo podendo evitar efeitos negativos 

(GARG et al., 2007; SANTOS e SANTOS, 2008). Destacam-se como consequências 

adversas causadas pela presença de metais no solo, o efeito cumulativo nos seres 

vivos, a intervenção nos processos enzimáticos e o impacto nos ecossistemas 

podendo levar a morte de organismos (SOUZA, 2014; BISINOTI et al. 2004; LIMA; 

MERÇON, 2011; SALES, 2013). 

O alumínio é considerado o terceiro elemento químico mais frequente na 

crosta terrestre, abrangendo cerca de 7,1%, sendo responsável por graves 
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problemas de acidificação do solo, e provocando a limitação do desenvolvimento de 

plantas (LINDSAY, 1979; KOCHIAN, 1995; MYROLD & NASON 1992). 

As concentrações de alumínio no solo do cerrado são variáveis e seus efeitos 

fitotóxicos são altamente dependentes de pH, concentrações de sais, compostos 

orgânicos, temperatura e espécie vegetal, fatores que podem ser alterados de acordo 

com a natureza da composição química do substrato ou da espécie estudada. Ainda 

são poucos os trabalhos que envolvem a relação de alumínio com plantas e 

microrganismos (CAMARGO & FURTANI, 1989). 

 

1.4. Resistência de fungos a metais 
 
 

Uma vez que altas concentrações de metais no solo podem causar uma série 

de danos, é interessante pensar em processos de biossorção eficientes que 

empreguem baixo gasto de energia. Por exemplo, a utilização de microrganismos 

cujas células vivas ou mortas ou até mesmo os produtos de seu metabolismo sejam 

úteis como bioacumuladores (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997; KOVACEVIC et al., 

2000). 

Dentre os processos para diminuir a poluição por metais está a 

biorremediação, no qual os microrganismos obtém energia e nutrientes através 

desses contaminantes, convertendo-os em substâncias solúveis e fazendo a 

remoção dos metais dispondo de baixo custo, quando comparado a alternativas 

como floculação, adsorção e troca iônica (MOHSENZADE et al, 2012; KUMAR  et al, 

2008). 

Sabe-se que microrganismos possuem capacidade de armazenar grandes 

quantidades de íons metálicos, podendo provocar alterações nos ambientes devido 

aos vários processos metabólicos, resultando em modificação dos aspectos 

químicos, físicos e biológicos dos ecossistemas (MARUTHI et al., 1983; KUMAR et 

al., 1992; ALEXOPOULOS et al., 1996). 

A biomassa fúngica é composta por materiais de parede celular altamente 

ligante a metais, que confere a estes microrganismos capacidade de degradar e 

desintoxicar ambientes poluídos, fenômeno denominado de biossorção. Tanto a 

biomassa viva quanto morta é eficiente neste processo, uma vez que possuem 

resistência significativa em relação a metais (KUMAR et al., 2011; KRASTANOV et 

al., 2013; GADD, 1990; ZAFAR et al., 2007; KAPOOR et al., 1998).Tal resistência é 
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favorecida pelo elevado grau de adaptação de certos microrganismos, bem como  

por outras características como transporte ativo, formação da ligação metal-

proteínas e presença de quitina  (GADD, 1990; KAPOOR et al., 1999). 

Algumas pesquisas mostram o sucesso na resistência e remoção de metais 

por certos fungos como espécies de Fusarium, Penicillium Simplicissimum e 

Aspergillus niger, no entanto, Trichoderma spp. tem sido frequentemente   

mencionado entre os biossorventes de metais mais eficazes (ALSHEH & DUVNJAK, 

1995; BOSSHARD et al., 1996; ZANG et al., 1998).  

Trichoderma spp. são encontrados em todos os tipos de solos e exercem 

mecanismos de indução a resistência codificados por genes cromossomais que 

incluem: bombas de efluxo, acúmulo e complexação do metal na célula e redução 

química do contaminante (MOHSENZADEH et al, 2010; ROMEIRO, 1999; 

ABDELATEY et al., 2011). 

Dentro do gênero Trichoderma spp, se encontram alguns bons agentes de 

biossorção de íons de metais como T. harzianum e T. virens, algumas dessas 

espécies mais tolerantes podem se tornar dominantes em alguns ambientes de 

acordo com a exposição do fungo ao metal, propiciando a seleção e tornando-os 

mais tolerantes ao estresse (NUR LIYANA et al., 2011; ZAFAR et al., 2007; 

YAZDANI et al., 20107; KACPRAK & MALINA, 2005; HUTCHINSON & 

SYMINGTON, 1997). 

A necessidade de pesquisas que explorem o uso de microrganismos para 

biossorção de metais pesados no solo, ou mesmo a cerca da resistência fúngica 

frente a metais é de suma importância, uma vez que se trata de uma via econômica 

de descontaminação e promoção de benefícios para a agricultura, podendo 

intermediar o desenvolvimento de plantas sensíveis a estes metais (KAPOOR et al., 

1999). 
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1.5. Sequenciamento de RNA 

 

À medida que entendemos sobre os padrões de expressão gênica, maior é a 

possibilidade de compreensão dos mecanismos biológicos, sendo este método de 

grande relevância em diversos campos da ciência como medicina e biologia (BAILÃO, 

2008), agronomia (SILVA, 2014) e zootecnia (FERRAZ 2009). 

No que diz respeito às análises de expressão gênica, o sequenciamento de 

RNA vem sendo cada vez mais utilizado, trazendo inovação em pesquisas de 

transcriptomas, pois além de proporcionar maior sensibilidade que métodos anteriores, 

como por exemplos os microarrays, não requerem informações pré-definidas dos 

genes que se deseja identificar, sendo considerado desde o final da década de 2000 

como sendo uma tecnologia de Sequenciamento de Nova Geração (NGS) (Wang L et 

al., 2010; BULLARD et al., 2010). 

A metodologia de RNA-Seq pode ser caracterizada por converter RNA em uma 

biblioteca de fragmentos de cDNA, de modo que cada molécula pode ser sequenciada 

gerando sequências curtas (reads) com tamanhos variados de 21 e 500 bp (WANG et 

al., 2009). 

As despesas para sequenciamentos via RNA-Seq podem ser consideradas 

altas principalmente quando o sequenciamento do genoma da espécie em estudo não 

está disponível como genoma de referência, mesmo assim estas técnicas de NGS 

permitam um menor custo comparado com outras tecnologias de sequenciamento 

(Hayden, 2009). 

Uma vez que por meio do estudo do transcriptoma é possível identificar e 

determinar a estrutura dos genes, catalogar transcritos e quantificar mudanças nos 

níveis de expressão gênica sob diferentes condições (WANG et al., 2009), 

investigações por meio de RNA-Seq sobre as alterações da expressão gênica de T. 

harzianum em resposta ao stress a alumínio, permitirá novas abordagens contribuindo 

para a identificação de novos genes relacionados com os mecanismos de resistência a 

esse metal.  
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2. Justificativa 
 
 

Tem sido cada vez mais evidente, a necessidade de meios alternativos que 

substituam a utilização de agroquímicos a fim de amenizar os impactos ambientais 

causados pela agricultura. Dentre estes meios, se destaca a utilização de 

microrganismos com capacidade de controle biológico (VERMA et al., 2007, 

VITERBO et al., 2002). 

No que se refere ao controle de doenças de plantas, o gênero Trichoderma 

está entre o mais utilizado devido algumas de suas características como: rápido 

crescimento, alta capacidade de se propagar e se adaptar em variados habitats, 

esporulação abundante e grande produção de metabólitos, permitindo que estes 

fungos favoreçam a agricultura exercendo elevado potencial como antagonistas de 

fitopatógenos (INCH et al., 2011; BENÍTEZ et al., 2004; BROTMAN et al., 2012; 

VINALE et al., 2008). 

Uma das principais espécies do gênero e considerada a mais comum na 

utilização do biocontrole é T. harzianum, que representa a linhagem de distribuição 

mais ampla mundialmente (HARMAN, 2002; ALMEIDA et al., 2007; STEINDORFF et 

al., 2012). 

A utilização desse fungo para biossorção de metais pesados podem prover 

um meio alternativo para recuperação ambiental e maior produtividade agrícola. 

Neste sentido este trabalho busca compreender melhor os mecanismos de 

resistência de T. harzianum ao alumínio, metal frequentemente encontrado nos solos 

do Cerrado. 
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3. OBJETIVOS 
 
 

3.1. OBJETIVOS GERAIS 
 
 

Analisar a adaptação de T. harzianum em solos do Cerrado, avaliando a 

tolerância e alteração da expressão gênica em resposta à presença de alumínio. 

 
 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 

 
1)  Determinar as concentrações máximas de alumínio tolerado por T.     

harzianum que se apresenta como bom micoparasita em ensaios de campo; 

 

2) Analisar, através do sequenciamento de RNA, o perfil de expressão dos genes 

de T. harzianum em resposta à exposição ao alumínio. 
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4. METODOLOGIA 
 
 

4.1. Manutenção dos isolados 

 
Trichoderma harzianum (isolado ALL-42) da coleção Embrapa Arroz e Feijão- 

Goiás foi mantido com repiques periódicos inicialmente em meio MYG [0,5% (p/v) de 

extrato de malte, 0,25% (p/v) de extrato de levedura, 1% (p/v) de glicose e 2% (p/v) 

de ágar] e posteriormente em meio MEX (0,3% de extrato de malte, 0,2% de ágar) 

para melhor esporulação do fungo a ser utilizado na solução de esporos. Os 

repiques foram mantidos em temperatura ambiente (± 28°C), sob condições de 

fotoperíodo. 

 
4.2.  Crescimento em meio sólido e líquido e determinação da 

concentração máxima de alumínio tolerada pelo isolado de T. harzianum (ALL- 

42) 

Soluções de cloreto de alumínio (AlCl3) (Vetec) 100 mg/mL, foram preparadas 

por dissolução em água destilada e esterilizadas a 120 ºC. O meio utilizado para 

crescimento do fungo em meio sólido foi o BDA (Batata 20%, glicose e ágar a 2%), 

sendo adicionado alumínio para concentrações finais de: 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL; 2,0 

mg/mL; 3,0 mg/mL e 4,0 mg/mL depois de autoclavado. As placas foram mantidas a 

T.A. com fotoperíodo (12h luz/12h escuro) e medições do crescimento foram feitas 

com paquímetro durante 6 dias a cada 24 horas. Para verificar se o crescimento de 

T. harzianum na presença de alumínio era influenciado pelo meio de cultura, 

realizamos a análise de tolerância ao alumínio nas mesmas condições apresentadas 

anteriormente, apenas substituindo o meio de cultura BDA pelo MYG. Os dados 

coletados foram analisados pelo teste estatístico Tukey (p>0,5), um dos testes de 

comparação de médias mais utilizados, pois permite analisar qualquer diferença 

entre duas médias de tratamento. 

Foram utilizados para crescimento em meio líquido: BDA, MYG e MEX, com 

adição de alumínio nas concentrações finais de: 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL; 1,25 mg/mL; 

1,50 mg/mL; 1,75 mg/mL; 2,0 mg/mL para BDA, 0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 

0,3 mg/mL; 0,4 mg/mL e 0,5 mg/mL para MYG e 0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 

mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,4 mg/mL e 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL e 1,5 mg/mL para MEX. 

Foram adicionados 30 mL do meio BDA em frascos de 250 mL juntamente com 
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solução de esporos de T. harzianum para uma concentração final de 1x10⁷/mL, 

previamente filtrada em lã de vidro e tendo seus esporos contabilizados em 

microscópio utilizando a câmara de Neubauer. O meio foi incubado em um agitador 

orbital a 28 °C a velocidade de 160 rpm. Após 48 horas foi filtrado, seco em estufa a 

50 °C e sua massa pesada até o peso se tornar constante. Esta metodologia foi 

realizada para determinar concentrações máximas de alumínio toleradas por T. 

harzianum com base no crescimento micelial do fungo. 

 

Dosagem de proteínas totais. 

A concentração de proteínas foi definida pelo método descrito por 

BRADFORD (1976) utilizando albumina de soro bovino como padrão. A reação foi 

realizada pela adição de 100 l de amostra e 900 l do reagente de BRADFORD, 

após 10 minutos em temperatura ambiente a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro a 595 nm. 

 

4.3. Transcriptoma e análise de expressão 

Para a extração de RNA foram utilizadas as condições de cultivo de T. 

harzianum incubado para crescimento em agitação por 48 horas em meio BDA, 

sendo que as concentrações de alumínio 1,5 mg/mL e 3,0 mg/mL (escolhidas de 

acordo com a inibição do crescimento) foram adicionadas 1 hora antes da filtragem. 

Após o tratamento com alumínio, os micélios foram filtrados, centrifugados e 

congelados a -80 °C. 

 
4.3.1. Extração de RNA Total 

O RNA total foi isolado das células de micélio congeladas a -80 °C utilizando o 

reagente Trizol® e seguindo o procedimento recomendado pelo fabricante (Life 

Technologies). As preparações foram verificadas por espectrofotometria em 

comprimento de onda de 260nm/280nm e verificadas quanto à integridade 

utilizando eletroforese em gel de agarose-formaldeído (SAMBROOK et al., 1989). 

 

4.3.2. Sequenciamento (RNAseq) 

 
Para realizar o sequenciamento, uma alíquota contendo 1-5 μg de RNA total 

(300 ng/μL), de cada condição foi mantida em gelo seco e enviada para a empresa 

BPI Biotecnologia, sediada em Botucatu/São Paulo.  
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4.3.3. Análise dos dados 

 
Sequências de Illumina Hiseq 2500 foram utilizadas para análise de expressão 

diferencial, resultando em aproximadamente 450 milhões de sequências, com 

tamanho de 150 pb. A qualidade das sequências foram verificadas utilizando o 

programa fastqc v0.11.5. A retirada de sequências e regiões de baixa qualidade 

foram feitas utilizando o programa Trimmomatic v0.36 na função single-end 

(HEADCROP:10     TRAILING:15     SLIDINGWINDOW:4:15     MINLEN:50).     Após 

trimagem (aparagem) as sequências foram mapeadas no genoma de T. harzianum 

TR274, acessível pelo portal (http://genome.jgi.doe.gov/Trihar1), utilizando o 

programa bowtie2 v2.2.9 nas suas configurações padrão. Só foram utilizados 

mapeamentos únicos e bibliotecas com >50% de sequências mapeadas. Os 

arquivos SAM gerados foram utilizados para gerar a tabela de counts para cada 

gene, utilizando o programa HTseq-count v0.6. A tabela de counts gerada foi 

utilizada como entrada para o pacote R DESeq2 v1.6.3, que faz uma análise 

estatística baseada na distribuição binomial negativa, indicando os genes 

diferencialmente expressos quando diferentes condições são comparadas, neste 

caso normalizado na ausência de metal. Foram considerados genes 

diferencialmente expressos aqueles com o p-valor ajustado < 0.05. 

 

http://genome.jgi.doe.gov/Trihar1
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5. RESULTADOS 
 
 

5.1. Crescimento em meio sólido 

Efetuamos ensaios de crescimento de T. harzianum, isolado ALL42, em meio 

sólido BDA, juntamente com concentrações crescentes de cloreto de alumínio e na 

ausência de metal (controle). 

As concentrações de alumínio testadas a priori foram: 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL; 

2,0 mg/mL; 3,0 mg/mL e 4,0 mg/mL. Nas análises iniciais observamos que o fungo 

não apresentava crescimento nas duas últimas concentrações, sendo as mesmas 

retiradas dos experimentos posteriores. Além disso, a concentração de 0,1 mg/mL  

foi acrescida, resultando em quatro tratamentos feitos em triplicata. 

Quando avaliamos o crescimento nas primeiras 24 horas (1° dia) não 

observamos diferença significativa entre o controle e os tratamentos com cloreto de 

alumínio (Figura 2). 

 

       

      Figura 2: Gráfico de linhas representando o crescimento de T. harzianum (ALL-42) em diferentes 

concentrações de AlCl3 durante 6 dias de tratamento. 
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Após 48 horas (2 dias), o crescimento micelial de T. harzianum começa a 

diminuir quando submetido à concentração de 2,0 mg/mL de cloreto de alumínio 

(Figura 2). Nas demais concentrações não foram observadas diferenças 

significativas em relação ao controle. 

Podemos observamos que a concentração de 2,0 mg/mL de alumínio 

permanece inibindo o crescimento de T. harzianum em 72 e 96 horas (3 e 4 dias). 

Com base no crescimento das amostras, apenas a concentração de 2,0 mg/mL 

diferiu dos demais tratamentos e controle após 144 horas (6 dias - figura 2). 

Foi possível observar macroscopicamente que a presença de alumínio altera 

a morfologia de T. harzianum quando submetido às concentrações de 0,5 mg/mL, 

1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL de AlCl3  (Figura 3). Na concentração de 0,5 mg/mL o fungo 

apresenta maior esporulação, enquanto nas concentrações 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL 

apresenta mudança na cor das colônias para tons mais claros, houve alteração 

também na coloração do meio de cultura para tons mais escuros. Esses resultados 

demonstram que embora T. harzianum apresente boa tolerância ao alumínio, o 

metal em altas concentrações prejudica o desenvolvimento do fungo. 

 
 

 
Figura 3: Avaliação morfológica de crescimento de T. harzianum submetido ao metal alumínio. T. 

harzianum crescido em meio BDA após 144 horas (6 dias). A - controle; B, C, D e E - 0,1; 0,5; 1,0 e 

2,0 mg/mL de AlCl3, respectivamente. 
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Este mesmo experimento foi realizado utilizando meio MYG e verificamos que 

mesmo nas concentrações mais baixas de metal o crescimento de Trichoderma é 

inexistente, enquanto nas placas controle, sem adição de cloreto de alumínio o 

crescimento ocorre de forma normal, indicando que o meio BDA propicia maior 

desenvolvimento a T. harzianum. 

5.2. Crescimento em meio líquido e quantificação de proteínas por 

Bradford 

A avaliação da tolerância de T. harzianum a alumínio também foi realizada 

em meio líquido, utilizando concentrações crescentes de metal e controle. Os 

experimentos foram realizados em três meios diferentes para analisar a influência 

de cada um no crescimento do fungo e avaliar as proteínas secretadas mediante 

variadas concentrações de alumínio. Os meios utilizados foram: BDA, MYG e MEX. 

 

5.2.1 Crescimento em meio BDA 

As concentrações utilizadas para crescimento do fungo em BDA foram: 0 

mg/mL (sem metal); 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL; 1,25 mg/mL; 1,5 mg/mL; 1,75 mg/mL e 

2,0 mg/mL. Os resultados apontam que nas concentrações de 0,5 a 1,25 mg/mL o 

metal não interfere no crescimento de T. harzianum, sendo estatisticamente iguais 

entre elas (figura 4 e 5). Esta interferência, no entanto, começa a ser notada em 

concentrações de alumínio acima de 1,5 mg/mL, mostrando que o fungo apresenta 

resistência significativa a alumínio e alto potencial de crescimento em meio BDA. 

Por meio do teste de quantificação de proteínas secretadas, podemos 

observar (figura 5) que no controle e 0,5 mg/mL ocorre maior secreção de proteínas 

em relação às demais concentrações. A partir de 1,0 mg/mL observamos um 

decréscimo na secreção e de 1,25 a 2,0 mg/mL a secreção se torna pouca ou até 

mesmo inexistente, sendo estes estatisticamente iguais. 
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    Figura 4.    A. Crescimento de T. harzianum em meio líquido BDA. B. Massa micelial de T. harzianum 

após secagem em estufa. 

 

                 
Figura 5. Análise do crescimento de T. harzianum em meio BDA. Peso seco, proteínas 

secretadas e teste estatístico Tukey. 
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5.2.2 Crescimento em meio MYG 
 

Inicialmente os testes de crescimento em meio MYG (figura 6 e 7), foram 

realizados nas mesmas concentrações de metal utilizados para meio BDA. No 

entanto, não foi observado crescimento significativo, sendo necessário diminuir as 

concentrações de alumínio para: 0 mg/mL (sem metal); 0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 

mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,4 mg/mL e 0,5mg/mL. Pôde ser demonstrado a partir do teste 

de Tukey, que não houve diferença significativa entre as concentrações de 0 a 0,1 

mg/mL, apresentando crescimento nessas concentrações e decréscimo do mesmo 

de 0,2 a 0,5 mg/mL. Como esperado, observamos que T. harzianum secreta 

proteínas na ausência de alumínio, diferindo significativamente das condições em 

que o fungo foi submetido ao estresse pelo metal, não apresentando secreção 

considerável de proteínas. 

 

 

Figura 6. A. Crescimento de T. harzianum em meio líquido MYG. B. Massa micelial de T. 

harzianum após secagem em estufa. 
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Figura 7. Análise do crescimento de T. harzianum em meio MYG. Peso seco, proteínas secretadas 

e teste estatístico tukey. 

 

5.2.3 Crescimento em meio MEX 

Os testes realizados em meio MEX foram primeiramente realizados nas 

mesmas concentrações de alumínio utilizadas para o meio BDA, observando que 

houve pouco crescimento, alteramos as concentrações para 0 mg/mL (sem metal); 

0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL e 

1,5 mg/mL. Através do teste tukey, podemos notar que não houve diferença 

significativa no crescimento entre as concentrações de 0 a 0,5 mg/mL, havendo 

inibição a partir de 1,0 mg/mL. Observamos por meio do teste de proteínas 

secretadas que no controle, bem como nas primeiras concentrações de alumínio, 

houve maior nível de secreção de proteínas, resultado semelhante aos meios BDA e 

MYG, demonstrando que a presença de metal diminui ou inibe a secreção. 
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Figura 8. A. Crescimento de T. harzianum em meio líquido MEX. B. Massa micelial de T. 

harzianum após secagem em estufa. 

 

Figura 9. Análise do crescimento de T. harzianum em meio MEX. Peso seco, proteínas secretadas 

e teste estatístico tukey. 
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6. Análise da expressão de genes em T. harzianum em resposta ao 

tratamento com alumínio. 

Para verificar a alteração na expressão gênica de T. harzianum em resposta ao 

alumínio, realizamos sequenciamento de RNA extraído de células submetidas a 1,5 

mg/mL e 3,0 mg/mL de cloreto de alumínio ou em condições fisiológicas (todas as 

condições em meio BDA). Antes de realizar o sequenciamento foi feito um gel de 

agarose para verificar a integridade dos RNAs a serem sequenciados (figura 10), o 

grau de pureza dos RNAs foi estimado pela razão entre as absorbâncias medidas a 

260/280 nm obtendo média de 2,0. As amostras de RNA também foram verificadas 

quanto à sua integridade utilizando o equipamento Bioanalyzer. Observamos que 

todas as amostras tinham qualidade acima da desejável para a construção das 

bibliotecas de sequenciamento de RNA (RNAseq), com valores de RIN (Índice de 

integridade das amostras) próximos a 7,0 (Figura 11). 

 

                 

Figura 10. Gel de agarose das amostras de RNA total extraído de células de T. harzianum crescido em 

meio BDA, na ausência (controle) ou presença de 1,5 mg/mL e 3,0 mg/mL de AlCl3. 

 

 

 

 

controle 1,5 mg/mL 3,0 mg/mL 
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Figura 11. Análise de qualidade de RNA total utilizando o equipamento Bioanalyzer. A) Gráfico de 
densidade (gel-like), B) Eletroferogramas. A1, A2 e A3= triplicatas controle; B1, B2 e B3= triplicatas 1,5 
mg/mL AlCl3; C1, C2 e C3= triplicatas 3,0 mg/mL AlCl3. 

 

 

 

 

A 
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Foram sequenciadas três amostras de cada condição, resultando em 9 

bibliotecas. Em média foram geradas mais de 25 milhões de sequências em cada 

biblioteca sequenciada, um número significativo para análises de expressão gênica. A 

tabela 1 demonstra a porcentagem de mapeamento no genoma de T. harzianum das 

sequências geradas pelo RNAseq. Observamos que a maior parte das sequências 

geradas foram mapeadas no genoma de T. harzianum (>50%) (o tamanho do 

genoma de referência T. harzianum TR274 corresponde a 40.87 mil pares de bases 

(JGI, 2017). As sequências das bibliotecas (triplicata) foram agrupadas para as 

posteriores análises de expressão gênica. 

 

Tabela 1. Análise das sequências geradas pelo sequenciamento das bibliotecas de RNAseq.  

Biblioteca readsa Mapeamentob (%) 

A1 33.119.024 75.11 

A2 26.428.933 51.06 

A3 26.590.958 72.90 

B1 21.745.772 77.22 

B2 26.233.966 76.47 

B3 23.503.806 74.42 

C1 23.345.237 73.52 

C2 25.154.377 76.15 

C3 25.886.061 56.16 

A1, A2 e A3 = triplicatas controle; B1, B2 e B3 = triplicatas 1,5 mg/mL AlCl3; C1, C2 e C3 = triplicatas 3,0 mg/mL AlCl3. 
a
Número 

total de sequências obtidas pelo sequenciamento das bibliotecas. 
b
Porcentagem de sequências mapeadas no genoma de T. 

harzianum. 

 

 

Observamos um total de 4.011 genes diferencialmente expressos em T. 

harzianum em resposta ao tratamento com 1,5 mg/mL de AlCl3, sendo 2.022 

induzidos e 1.989 reprimidos. Observamos um número similar de genes 

diferencialmente expressos em resposta ao tratamento com 3,0 mg/mL de AlCl3, um 

total de 4.132 sendo 2.121 induzidos e 2.011 reprimidos (Figuras 12 e 13). A maioria 

dos genes que foram diferencialmente expressos quando T. harzianum foi submetido 

ao tratamento com 1,5 mg/mL foram também diferencialmente expressos no 

tratamento com 3,0 mg/mL AlCl3, (Figura 13). Verificamos que 3.371 genes foram 

diferencialmente expressos nas duas condições e, quase na totalidade dos casos,  

verificamos que quando era induzido em uma condição também era induzido na 

outra. O mesmo comportamento observamos no caso dos genes reprimidos, como 

mostra a figura 13. 
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Embora a maioria dos genes tenha mostrado expressão diferencial nas duas 

condições de tratamento de alumínio analisadas, alguns genes mostraram ser 

reprimidos ou induzidos apenas em uma das condições. Observamos que 640 genes 

foram diferencialmente expressos apenas na condição de 1,5 mg/mL de AlCl3, 

enquanto que apenas na condição de 3 mg/mL observamos 761 genes 

diferencialmente expressos (Figura 13). 

 
Figura 12. Análise dos genes diferencialmente expressos pelo tratamento com alumínio em T. 
harzianum. A) 1,5 mg/mL AlCl3. B) 3,0 mg/mL AlCl3. Em vermelho estão destacados os genes 

sequenciados diferencialmente expressos. 
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Figura 13. Diagrama de Venn demonstrando em verde e vermelho os genes diferencialmente 

expressos respectivamente em 1,5 e 3,0 mg/mL AlCl3. Em preto são apresentados os genes 

diferencialmente expressos nas duas condições. DE – Diferencialmente expresso. 

 

Dentre os genes diferencialmente expressos, aqueles que apresentaram maior 

indução ou repressão são apresentados nas tabelas 2 e 3, respectivamente. 

Observamos dentre os genes induzidos aqueles codificando diferentes tipos de 

transportadores, peptidases, genes relacionados a transferases de carboidratos e 

alguns genes com função desconhecida (Tabela 2). Interessantemente, diferentes 

tipos de transportadores e peptidases também foram identificadas entre os genes 

reprimidos, indicando uma regulação diferencial desses processos pela exposição de 

T. harzianum ao alumínio (Tabela 3). Foi observada a repressão também de genes 

codificando uma Hsp70 e DNA Polimerase, entre outros. 

Para avaliar quais processos celulares estariam envolvidos na resposta ao 

alumínio realizamos uma análise das categorias mais representadas entre os genes 

induzidos e reprimidos utilizando a categorização do Gene Ontology (GO) 

(http://www.geneontology.org/), importante ferramenta da bioinformática usada para 

definir conceitos/classes utilizadas para descrever a função do gene e as relações 

http://www.geneontology.org/
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entre essas classes, como por exemplo: componente celular, processos biológicos e 

função molecular (Gene Ontology, 2017). Realizamos também essa análise 

considerando os processos moleculares e compartimentos celulares mais 

representados entre os genes diferencialmente expressos (Figuras 14 a 18).  

 
Tabela 2. Genes de T. harzianum que apresentaram maior indução em resposta ao tratamento 
com 1,5 e 3,0 mg/mL de cloreto de alumínio. 
 

Genes Função 
1,5 mg/mL 

(log2) 

3,0 mg/mL 

(log2) 

176218 Transportador de açúcar 12,3 10,8 

630626 Citocromo P450 9,1 7,9 

744792 Proteína de resistência a tetracilcina, TetB 9,0 8,9 

778969 Peptidase S8 e S53, 8,9 8,1 

798326 Região de ligação a glicosil transferase 8,9 9,0 

811212 Beta-lactamase 8,7 8,9 

764204 Peptidase S10 8,5 8,1 

830234 Iniciador de formação de septo 8,3 8,8 

782833 Arrestin-like, N- terminal 7,1 5,8 

784576 Transportador de oligopetídeos 7,1 7,0 

713804 ND 7,1 6,3 

842016 N-acetiltransferase relacionada com GCN5 7,1 7,4 

698384 Glicosil transferase Família 8 7,0 6,8 

778789 Dinamina, região GTPase 6,8 7,0 

747086 GroES-like 6,8 7,0 

176226 Proteína reguladora de transcrição fúngica 6,8 6,5 

778507 Transportador de açúcar 6,8 6,3 

835279 ATPase, transportador de cobre de tipo P 6,7 7,6 

790077 ND 6,5 6,7 

77248 ND 6,5 6,6 

786396 Peptidase A1 6,4 6,2 

783752 Major facilitator superfamily 6,3 6,5 

803620 ND 6,2 6,2 

144055 Beta-lactamase 6,1 6,7 

ND= Função não identificada 
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Tabela 3. Genes de T. harzianum que apresentaram maior repressão em resposta ao tratamento com 1,5 
e 3,0 mg/mL de cloreto de alumínio. 
 
 

Genes Função 
1,5 mg/mL 

(log2) 
3,0 mg/mL 

(log2) 

783231 ND -10,7 -6,0 

690025 Peptidase M35, deuterolisina -9,8 -7,2 

325036 Superfamília: SSF81324 Canais de potássio -8,8 -6,8 

721566 Transportador de cobre -8,5 -4,9 

785321 Peptidase S8 e S53, subtilisina -7,7 -7,0 

780949 Peptidase M28 -7,5 -7,4 

784892 Transportador de açúcar -6,5 -3,2 

717969 ND -6,4 -2,5 

841077 Major facilitator superfamily -6,2 -3,6 

816953 Peptidase M36, fungalesina -6,1 -6,5 

812191 Transferência de metil tipo 12 -6,0 -4,0 

779324 Lise de pectina -5,7 -5,1 

460947 Proteína de função desconhecida -5,6 -3,6 

737794 ND -5,5 -5,4 

305993 Fosfatidilserina decarboxilase -5,5 -3,6 

782080 Lipopoteína PROKAR -5,4 -4,9 

828076 Transportador de cobre Ctr -5,4 -4,7 

786098 Metiltransferase tipo 11 -5,3 -3,3 

221879 Peptidase S1 e S6 -5,2 -5,7 

778695 Hidroxilase de anel aromático -5,1 -4,9 

708607 Hsp70 -5,1 -5,0 

818527 DNA-polimerase -5,0 -4,9 

782526 Fosfolipase A2 -5,0 -5,0 

786097 Citocromo P450 -5,0 -4,5 

796171 Proteína reguladora de transcrição fúngica -4,9 -5,8 

ND= Função não identificada 
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Dentre os processos biológicos que apresentaram enriquecidos nos genes 

induzidos por alumínio (1,5 e 3,0 mg/mL), observamos o aumento de categorias como: 

Glicosilação, Biossíntese de compostos orgânicos cíclicos, Modificação de proteínas 

por conjugação de pequenas proteínas, Iniciação da transcrição a partir de promotores 

da RNA Polimerase II, Regulação biológica mediada por proteína G e Transporte 

vacuolar (Figuras 14 e 15). 

Como esperado, o enriquecimento desses processos biológicos levou a 

observação dos seguintes funções moleculares também enriquecidas dentre os genes 

induzidos por alumínio (1,5 e 3,0 mg/mL): Ligação à lipídeos (fosfatidilinositol), Ligação 

à DNA em sequências específicas (fatores de transcrição), Ligação à cátions, 

Monoxigenase de nitronato, Hidrolase de ubiquitina e Ligação à íons de zinco, dentre 

outros (Figuras 16 e 17). 

Dentre os processos biológicos que apresentaram enriquecidos nos genes 

reprimidos por alumínio (1,5 e 3,0 mg/mL), observamos o aumento de categorias 

como: Processos metabólicos proteicos, Processos metabólicos de síntese de 

nucleotídeos, Processos metabólicos de síntese de aminoácidos, Processos 

metabólicos de carboidratos, Processos metabólicos de replicação de DNA e 

Processos baseados em microtubulos (Figuras 14 e 15). Esses dados sugerem que 

vários processos biológicos importantes para o crescimento de T. harzianum 

encontram-se reprimidos no tratamento com alumínio. 

O enriquecimento desses processos biológicos levou a observação dos 

seguintes funções moleculares enriquecidas dentre os genes reprimidos por alumínio 

(1,5 e 3,0 mg/mL): Oxidoredutases, Ligação à tubulina, Ligação de carboidratos, 

Fatores de elongação da tradução e Moléculas estruturais, dentre outros (Figuras 16 e 

17).  

Em relação ao enriquecimento nas categorias de componente celular, destaca-

se a “Componente integral de membrana de organelas”, a única que apresentou-se 

enriquecida entre os genes induzidos tanto no tratamento com 1,5 quanto com 3,0 

mg/mL de cloreto de alumínio. O número de categorias de componente celular 

enriquecidas entre os genes reprimidos foi bem mais significativa que entre os genes 

induzidos. Isso pode ser o reflexo da severidade do estresse gerado pela presença de 

alumínio, causando a repressão de vários genes cujos produtos protéicos participam 

de processos biológicos basais de T. harzianum. 
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Figura 14. Análise de enriquecimento dos GO diferenciais da condição 1,5 mg/mL. Em vermelho são as 
categorias referentes aos processos biológicos induzidas e em azul, as reprimidas. A árvore mostra a 
relação entre as categorias. Os números adjacentes aos nomes das categorias do GO representam: 
números de genes diferencialmente expressos incluídos na categoria/número de genes totais de T. 
harzianum incluídos nessa categoria. 
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Figura 15. Análise de enriquecimento dos GO diferenciais da condição 3,0 mg/mL. Em vermelho são as 
categorias referentes aos processos biológicos induzidas e em azul, as reprimidas. A árvore mostra a 
relação entre as categorias. Os números adjacentes aos nomes das categorias do GO representam: 
números de genes diferencialmente expressos incluídos na categoria/número de genes totais de T. 
harzianum incluídos nessa categoria. 
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 Figura 16. Análise de enriquecimento dos GO diferenciais da condição 1,5 mg/mL. Em vermelho são 
as categorias referentes às funções moleculares induzidas e em azul, as reprimidas. A árvore mostra a 
relação entre as categorias. Os números adjacentes aos nomes das categorias do GO representam: 
números de genes diferencialmente expressos incluídos na categoria/número de genes totais de T. 
harzianum incluídos nessa categoria. 
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Figura 17. Análise de enriquecimento dos GO diferenciais da condição 3,0 mg/mL. Em vermelho são as 
categorias referentes às funções moleculares induzidas e em azul, as reprimidas. A árvore mostra a 
relação entre as categorias. Os números adjacentes aos nomes das categorias do GO representam: 
números de genes diferencialmente expressos incluídos na categoria/número de genes totais de T. 
harzianum incluídos nessa categoria. 
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Figura 18. Análise de enriquecimento dos GO diferenciais da condição 1,5 mg/mL (A) e 3,0 mg/mL (B). 
Em vermelho são as categorias referentes aos componentes celulares induzidas e em azul, as 
reprimidas. A árvore mostra a relação entre as categorias. Os números adjacentes aos nomes das 
categorias do GO representam: números de genes diferencialmente expressos incluídos na 
categoria/número de genes totais de T. harzianum incluídos nessa categoria. 
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6. DISCUSSÕES 
 
 

Os metais presentes no solo são necessários para o desenvolvimento de 

plantas e microrganismos, no entanto, concentrações muito baixas ou elevadas 

podem limitar o crescimento de ambos, uma vez que interfere em seus processos 

metabólicos (GADD, 1978). 

Fungos possuem a capacidade de alterar as respostas das plantas à 

condições de solo estressantes. Além de seu papel na aquisição de nutrientes, os 

fungos alteram as relações entre as plantas e os solos, tais como a disponibilidade 

de alumínio (LEYVAL et al. 1997; RUFYIKIRI 2000; LUX e CUMMING 2001; 

CUMMING e NING 2003). A tolerância a metais pode variar de acordo com à 

presença de uma ou mais estratégias de mecanismos de resistência apresentados 

em cada fungo (BABICH e STOTZKY, 1985). Para avaliar se T. harzianum possui 

tolerância ao alumínio, metal abundante em solos do cerrado, avaliamos o 

crescimento desse fungo em concentrações crescentes de cloreto de alumínio. 

Observamos que dentre as concentrações utilizadas, T. harzianum apresentou 

boa tolerância às concentrações de 0,1 a 0,5 mg/mL de AlCl3 em meio BDA, que não 

interferiram significativamente no crescimento do fungo mesmo após 144 h (6 dias) 

de tratamento. T. harzianum diminui seu crescimento apenas após ser submetido às 

concentrações de 1,0 e 2,0 mg/mL de AlCl3. Mesmo quando avaliamos as maiores 

concentrações de alumínio que interferiram no crescimento de T. harzianum, 

observamos que o fungo apresenta capacidade de recuperação. Isso foi verificado 

pois a diminuição do crescimento do fungo após 72 h de tratamento com 1 mg/mL de 

alumínio não foi constatada após 96 h de tratamento, indicando que T. harzianum se 

adaptou e reestabeleceu seu crescimento. T. harzianum tem sido listado 

frequentemente entre os fungos mais eficientes em biossorção e tolerância a metais 

(AKTHAR & MOHAN, 1995; BOSSHARD et al., 1996;VOLESKY, 2001; GADD, 1993, 

BRIERLEY, 1990; KATAYAMA & MATSUMURA; ZAFAR et al, 2007). 

Embora tenhamos observado que as menores concentrações de alumínio (0,1 e 

0,5 mg/mL AlCl3) não interferiram no crescimento micelial radial de T. harzianum, 

detectamos alterações morfológicas que diferem do crescimento normal do fungo. 

Essas alterações consistiram em modificação na coloração do meio de cultura e na 

esporulação do fungo. A síntese e difusão de diferentes metabólitos, produzido por 
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algumas espécies em certos meios de cultura, podem influenciar a coloração do meio 

sólido variando do amarelo ao marrom. Já a cor do micélio é normalmente devida à 

pigmentação e densidade dos conídios, podendo ser ainda influenciada pelos 

componentes do meio, como o pH (CORABI-ADELL, 2014). No processo de antibiose, 

Trichoderma pode liberar metabólitos secundários, tais substâncias consistem em inibir 

o desenvolvimento de agentes externos frente uma ameaça para o fungo (BOMFIM et 

al., 2010; VELAZQUEZ-ROBLEDO et al., 2011). Desta maneira, o mecanismo celular 

que permite a adaptação de T. harzianum ao alumínio pode ter como consequência a 

liberação de metabólitos que estariam alterando sua morfologia e as condições do 

meio de cultura. 

Além disso, constatamos que o meio de cultura influencia o crescimento de T. 

harzianum, pois quando AlCl3 foi adicionado ao meio MYG, verificamos ausência no 

crescimento do fungo, o que não foi detectado quando utilizamos o meio BDA. Essa 

maior tolerância de T. harzianum ao alumínio em meio BDA pode ser devido à 

atuação de grânulos de amido como quelantes de metal, influenciando a 

disponibilidade do alumínio para as células do fungo. Ainda assim, BDA tem sido um 

meio de cultura utilizado para estudos de tolerância a metais em fungos do gênero 

Trichoderma (SIDDIQUEE et al, 2013). 

Para avaliar a tolerância de T. harzianum a AlCl3, utilizamos além do 

crescimento em placas, o método de crescimento em meio líquido. De acordo com 

ALVES; PEREIRA (1989); HARTLEY (1997), estudos realizados em cultura pura são 

uma ferramenta importante para o estudo da relação fungo-metal, principalmente 

quando realizado em meio líquido, facilitando a avaliação da tolerância destes aos 

metais pesados. Observamos que quando crescido em meio BDA T. harzianum 

apresentou tolerância significativa ao alumínio até a concentração 1,25 mg/mL, 

diminuindo o crescimento em resposta ao tratamento com alumínio a partir da 

concentração de 1,5 mg/mL. No meio MYG T. harzianum apresentou crescimento 

satisfatório até 0,1 mg/mL, diminuindo seu crescimento nas concentrações de 0,2 a 

0,5 mg/mL. No meio MEX, o crescimento foi similar nas concentrações de 0 a 0,5 

mg/mL, diminuindo significativamente o crescimento em concentrações acima de 1,0 

mg/mL.  

 



46 
 

 

Os resultados encontrados neste trabalho, comprovam que T. harzianum 

apresenta tolerância significativa a AlCl3, possuindo capacidade de estabelecer 

crescimento em concentrações mais elevadas principalmente em meio BDA. T. 

atroviride também apresenta boa tolerância a metais, ERRASQUIN e VÁZQUEZ 

(2003) sugeriram que esta resistência esta relacionada com uma elevada 

concentração de fonte de carbono que leva a um processo de desintoxicação e 

conduz a diminuição de metal na parede celular do fungo. 

Os mecanismos de captação de metal por fungos vivos abrangem três 

processos diferentes: captação extracelular através de troca iônica, acumulação 

intracelular e o aprisionamento de partículas ricas em íons metálicos. A captação de 

íons de Al3+ por T. harzianum é um mecanismo importante devido ao fato desse 

metal interferir em vários processos físicos e celulares, sua toxicidade pode induzir 

aberrações nos cromossomos e aumentar a quantidade de micronúcleos, além de 

provocar diminuição no numero de células mitóticas, inibindo a divisão celular, sendo 

prejudicial tanto para o ambiente quanto para humanos (KOCHIAN, 2005; TING & 

CHOONG, 2009; JAWORSKA, 2007). 

Outros efeitos tóxicos dos metais podem ser: redução do conteúdo de água, 

alteração na produção de pigmentos, alteração na permeabilidade da membrana 

plasmática, indução a peroxidação dos lipídios da membrana, produção de radicais 

livres que danificam a estrutura da célula, proteínas e DNA e atividade mitocondrial 

levando a um estresse oxidativo (NAGAJYOTI et al, 2010). 

Mesmo T. harzianum apresentando boa tolerância a alumínio, algumas 

alterações podem ser observadas como inibição de crescimento em altas 

concentrações de metal. Estudos demonstram também que a presença de metais 

pode causar alteração nas quantidades de enzimas e metabólitos secretados 

(KREDCS et  al, 2001a; KREDCS et al, 2001). No presente trabalho pudemos 

verificar que a presença de alumínio inibe a secreção de proteínas, principalmente 

no meio MYG.  

Para verificar como T. harzianum responde ao estresse causado pelo alumínio 

analisamos o perfil de expressão gênica em resposta à esse metal. Avaliamos por 

RNAseq os genes diferencialmente expressos em resposta à duas concentrações de 

alumínio, 1,5 e 3,0 mg/mL. A maioria dos genes diferencialmente expressos em 
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resposta ao tratamento com 1,5 mg/mL de alumínio também foram diferencialmente 

expressos em resposta ao tratamento com 3,0 mg/mL. Esses dados indicam que as 

concentrações de alumínio estudadas não foram determinantes para promover uma 

resposta diferenciada, sugerindo que existe um grupo de genes que são 

induzidos/reprimidos em resposta ao metal, independente da concentração.  

 Dentre os processos biológicos que apresentaram enriquecidos nos genes 

induzidos por alumínio (1,5 e 3,0 mg/mL), observamos o aumento de categorias que 

compreendem proteínas envolvidas em modificações pós traducionais, como a 

Glicosilação, na biossíntese de compostos orgânicos cíclicos, na modificação de 

proteínas por conjugação de pequenas proteínas (ubiquitinação), na iniciação da 

transcrição a partir de promotores da RNA Polimerase II, na regulação biológica 

mediada por proteína G e no transporte vacuolar.  

Esses dados mostram que um dos mecanismos de resposta ao alumínio é a 

alteração na expressão gênica, através do aumento da quantidade de determinados 

fatores de transcrição de resposta a estresse, além da indução de genes envolvidos 

em sinalização celular mediada por proteína G. Aumento em genes envolvidos com 

transporte vacuolar também é um mecanismo importante de resposta ao alumínio. 

Proteínas transportadoras foram bastante expressas e estão relacionadas com a 

compartimentação de metais no interior da célula, sendo acumulado principalmente na 

biomassa fúngica e colaborando assim para o mecanismo de tolerância (RASPANTI et 

al, 2009).  

No basidiomiceto Laccaria bicolor foi observado o acúmulo de alumínio em 

polifosfatos de vacúolo de micélio crescido na presença do metal (MARTIN et al., 

1994).  Um estudo realizado por FREITAS et al, (2011), relata a potencial absorção de 

polifosfatos por T. harzianum, onde esta capacidade estaria relacionada com a 

remoção de metais. O alumínio interage preferencialmente com ligantes doadores de 

oxigênio que, sendo aniônicos, balanceiam a carga positiva desse cátion. Em 

ambientes biológicos, os grupos carboxilato e fosfato, fosfato inorgânico, citrato, 

polifosfato, nucleotídeos e polinucleotídeos preenchem este requisito (MACDONALD & 

MARTIN, 1988). 

A presença de alumínio leva à acidificação do meio afetando a homeostase de 

íons e a estrutura/função de macromoléculas. A toxicidade do alumínio advém da sua 

capacidade de também se ligar a componentes de membrana, enzimas ou seus 
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substratos, além de atuar substituindo o magnésio em reações enzimáticas. Foi 

descrita ainda a capacidade do alumínio de inibir o transporte de íons e de se ligar à 

molécula de DNA e ATP (PIÑA e CERVANTES, 1996). Devido a essas características, 

vários processos celulares são afetados tais como: transporte através de membranas, 

processos enzimáticos e metabólicos, replicação e transcrição, bem como processos  

dependentes de ATP (PIÑA e CERVANTES, 1996). 

De fato, observamos a repressão de vários genes codificando proteínas 

associadas a processos celulares importantes para o crescimento de T. harzianum. 

Dentre eles encontram-se processos metabólicos proteicos, processos metabólicos de 

síntese de nucleotídeos, processos metabólicos de síntese de aminoácidos, processos 

metabólicos de carboidratos, processos metabólicos de replicação de DNA e 

processos baseados em microtúbulos. Nossos dados corroboram outros já descritos 

na literatura sobre o efeito do alumínio em fungos. ZEL et al, (1993) relataram que o 

alumínio modifica a dinâmica da membrana no fungo micorrízico Amanita muscaria 

causando uma diminuição na proporção de domínios de membrana menos ordenados.  

Nesse trabalho verificamos que células de T. harzianum expostas ao alumínio 

apresentaram baixa secreção de proteínas, comparado ao controle. Esses dados, 

foram complementados com os dados de expressão gênica, onde observamos a 

repressão de genes envolvidos em síntese de proteínas e aminoácidos, evidenciando 

o efeito prejudicial do alumínio em T. harzianum.  

Embora o alumínio apresente várias características tóxicas para a célula, ainda 

assim T. harzianum apresentou boa tolerância a esse metal, sendo capaz de alterar o 

perfil de expressão de seus genes promovendo seu crescimento nessa condição de 

estresse. As explicações dos mecanismos de tolerância ao alumínio nos organismos 

vivos incluem aqueles que propõem que algumas células sejam capazes de extrudir o 

alumínio do citoplasma ou que as células excretem substâncias que quelam o alumínio 

extracelularmente (PIÑA e CERVANTES, 1996). 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

Com base nas análises efetuadas a cerca da resistência de T. harzianum, é 

possível observar que esta espécie apresenta tolerância significativa ao alumínio, 

exibindo crescimento em altas concentrações deste metal, no entanto, extremas 

concentrações podem interferir no seu crescimento e secreção de proteínas. 

Observamos uma significativa mudança no perfil de expressão dos genes de 

T. harzianum em resposta ao estresse por alumínio, promovendo uma adaptação e 

tolerância em resposta à esse metal. 
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