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RESUMO

OLIVEIRA, Paula Juliane Barbosa de. Bioprospeccao de fungos de interesse biotecnolégico na
degradacio dos herbicidas 2,4-D e Imazapyr®. 81f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)
— Programa de P6s Graduacdo em Biotecnologia (Area de Concentracdo: Biotecnologia
Aplicada a Agropecuéria e Agroindustria), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois
Vizinhos, 2019.

A contaminag&o do solo tem aumentado em decorréncia da adigéo descontrolada de substancias
quimicas, dentre estas pode-se destacar os herbicidas. A aplicacdo de herbicidas em culturas
agricolas é uma pratica realizada durante anos e essa atividade, além de causar problemas
ambientais, como contaminacao da agua, do solo e do ar tambem pode provocar danos a saude
humana e animal estando associada a algumas doencas devido a toxicidade destes compostos.
Este trabalho teve como objetivo obter isolados microbianos com atividade degradadora dos
herbicidas Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4- D) e 2-4,5-di-hidro-4-metil-4-1-metiletil-5-
oxo-1H-imidazol-2-il-3-piridinacarboxilico (Imazapyr®) a partir de uma amostra de solo
coletada de uma area com historico de aplicacdo de agrotoxicos. Dois isolados de fungos foram
obtidos e caracterizados macromorfologicamente e micromorfologicamete e por fim
identificados por biologia molecular. Os isolados foram avaliados quanto ao seu crescimento
frente aos herbicidas, a producéo de enzimas e a degradacédo dos herbicidas pelos isolados. Os
fungos foram identificados como Fusarium oxysporum (isolado do 2,4-D) e Fusarium solani
(isolado do Imazapy®). Um terceiro isolado, uma levedura, foi isolada a partir de uma placade
petri contendo o herbicida Imazapyr® como Gnica fonte de carbono. Os herbicidas ndo afetaram
o crescimento micelial e as caracteristicas morfolégicas, porém, alteraram a producdo de
amilase, protease e celulase em F. solani e aumentou a sintese de esterase em F. oxysporum.
Houve uma reducdo de nimero de macroconideos no fungo F. oxysporum na presenca do 2,4-
D. Anélises de HPLC mostraram que o fungo F. oxysporum foi capaz de reduzir em 11 e 18%
a concentracdo de 2,4-D quando cultivado em meio MSM e Czapeck-Dox respectivamente,
sugerindo que o meio de cultura interfere no processo de degradacdo. A levedura L-1 induziu
uma elevagdo do pico no cromatograma de ambos 0s herbicidas sugerindo que este isolado
possa estar promovendo modificacbes nestas substancias. Os isolados F. oxysporum e a
levedura L-1 podem ser promissores degradadores de herbicidas.

Palavras-chave: Bioinoculantes. recuperacdo de areas contaminadas. ecologia microbiana.

degradacdo de compostos quimicos.



ABSTRAT

OLIVEIRA, Paula Juliane Barbosa de. Bioprospecting of fungi of biotechnological interest in
the degradation of herbicides 2,4-D and Imazapyr®. 81f Dissertation (Masters in
Biotechnology) - Graduate Program in Biotechnology (Concentration
Area: Biotechnology Applied to Farming and Agroindustry), Federal University of Technology
Parand. Dois Vizinhos, 2019.

Environmental pollution has increased due to the uncontrolled addition of chemical substances
in the soil, among these herbicides can be highlighted. The application of herbicides in
agricultural crops has been a practice for years and this activity, besides causing environmental
problems such as contamination of water, soil and air can also cause damage to human and
animal health and is associated with some diseases due to toxicity of these compounds. This
work aimed to isolate microbial strains with degrading activity of the herbicides 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 2-4,5-dihydro-4-methyl-4-1-methylethyl-5-oxo-1H-
imidazol-2-yl-3-pyridinecarboxylic acid (Imazapyr®) from a soil sample collected from an area
with a history of application of pesticides. Two fungal isolates were obtained and characterized
macromorphologically and micromorphologically and finally identified by molecular biology.
The isolates were evaluated for herbicide growth, herbicide production and herbicide
degradation by isolates. The fungi were identified as Fusarium oxysporum (2,4-D isolate) and
Fusarium solani (isolated from Imazapyr®). A third strain, a yeast, was isolated from a petri
dish containing the herbicide Imazapyr® as the carbon source. The herbicides did not affect
mycelial growth and morphological characteristics, however, altered amylase, protease and
cellulase production in F. solani and increased esterase synthesis in F. oxysporum. There was
a reduction in the number of macroconides in the fungus F. oxysporum in the presence of 2,4-
D. High performance liquid chromatographyshowed that the fungus F. oxysporum was able to
reduce the concentration of 2,4-D in 11 and 18% when grown in MSM and Czapeck-Dox
medium respectively, suggesting that the culture medium interferes with the process of
degradation. L-1 yeast induced a peak elevation in the chromatogram of both herbicides
suggesting that this isolate may be promoting modifications in these substances. F. oxysporum
isolates and L-1 yeast may be promising herbicide degrading agents.

Keywords: Bioinoculants. recovery of contaminated areas. microbial ecology. degradation of
chemical compounds.
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1-INTRODUCAO

Os herbicidas sdo mundialmente empregados em plantagdes para o controle de
plantas daninhas. No entanto, o uso excessivo destas substancias, tais como o &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4- D) e o acido 2-4,5-di-hidro-4-metil-4-1-metiletil-5-oxo0-1H-
imidazol-2-il-3-piridinacarboxilico (Imazapyr®) tem promovido a contaminagdo do solo,
agua e ar (LIAN et al., 2014; GLEICH et al., 2011; SMITH et al., 2011). As
consequéncias do uso indiscriminado dessas substancias tem sido diversos (SALMAN e
AL-SAAD, 2012), a acarretando desde processos de lixiviagdo (CHEN et al., 2014;
HSIAO et al., 2013; MARINOZZI et al., 2013) com contaminacdo de aguas superficiais
e subterraneas até a ocorréncia de erosao e desertificacdo no solo.

O proprio solo pode oferecer alternativas no sentido de remediar os efeitos nocivos
promovidos pela contaminagdo por herbicidas, (ROGER-ESTRADE et al., 2010). A
biodiversidade de espécies que habitam o solo pode auxiliar na remocdo desses
contaminantes, sobretudo, espécies microbianas que desempenham papel importante na
degradacdo de compostos xenobioticos (SU et al, 2013). A presenca destes
microganismos neste habitat pode proporcionar uma nova possibilidade de estudos
voltados para praticas de biorremediacdo em solos contaminados por herbicidas
(BERNOTH et al., 2000).

A biorremediacdo microbiana é uma alternativa que tras beneficios tanto para o
agricultor como para o ambiente, pois faz uso de microrganismos que naturalmente
residem nestes ambientes e muitos deles adaptados a essas condi¢es. Assim, 0 processo
de degradacdo torna-se mais facil e rapido. Dentre as espécies de microganismos que
podem ser usadas neste processo, 0s fungos merecem destaque, pois devido a
versatilidade, diversidade e resisténcia sdo descritos na literatura como excelentes
degradadores de herbicidas (CHANRA e RUSTGI., 1998).

A degradacdo de herbicidas pelos fungos € realizada através de sistemas
enzimaticos, que transformam bioguimicamente as substancias em fontes de energia
usadas para seu crescimento (BOLLAG, 1974). As enzimas que estdo envolvidas nesses
processos sdo divididas em extracelulares e intracelulares. As intracelulares tem como
necessidade a absorcdo do produto, enquanto que as extracelulares ocorrem a partir da
secrecdo de enzimas pelo fungo reagindo com a molécula da substancia (BOLLAG,

1974) sendo estas as encarregadas na degradacao dos herbicidas.
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Desta forma, a bioprospeccéo de fungos isolados em culturas especificas onde ha
grande incidéncia de uso de herbicidas (XIE et al., 2013; YANG et al., 2014) podera ser
uma ferramenta bastante promissora para uso, bem como a compreenséo dos mecanismos
de biorremediacdo de solos contaminados promovidos por estes microrganismos. Diante
desta problematizacdo, o objetivo deste trabalho foi isolar espécies flngicas presentes no

solo com capacidade de degradacéo dos herbicidas 2,4- D e o Imazapyr®.
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2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-A producéo de defensivos agricolas e o impacto na economia mundial

O primeiro registro de uso de um produto quimico para controlar plantas daninhas
na agricultura foi do povo grego e egipcio ha mais de trés mil anos utilizando o arsénico
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2000). Com os anos o controle de plantas
daninhas, antes realizado a base de metais pesados, passou a ser substituido por novos
produtos marcando assim um novo ciclo na historia da agricultura que ficou conhecido
como “movimento verde” (DAMS, 2006).

A revolucdo verde iniciou-se na metade do seculo XX durante o periodo de pos-
guerra e baseava-se na aplicacdo intensiva de defensivos agricolas no plantio
(ZAMBERLAM e FRONCHET, 2001). O intuito deste processo visava o melhoramento
da producéo agricola (ALMEIDA e LAMOUNIER, 2005) principalmente de gréos, pois
0 rendimento era baixo e ndo supria o crescimento populacional na época (CONWAY,
2003). A solucdo encontrada pelos governantes foi criar produtos que visavam o
melhoramento da producéo agricola para obter maior produtividade (PERES et al., 2003)
e assim desenvolver uma nova pratica na agricultura por meio do incentivo ao consumo
de produtos quimicos. Porém, a medida que 0s anos se passavam e 0 consumo dos
produtos quimicos no campo aumentava, 0 setor agricola tornava-se cada vez mais
dependente deste processo (LONDRES 2011). Os resultados dessa acao transformaram
essa pratica numa das principais atividades adotadas como padrdo na agricultura nos dias
atuais (ANDRADES e GANIMI, 2007).

Os defensivos agricolas ou chamados de defensivos fitossanitarios sdo um dos
produtos mais consumidos no mundo (ARAUJO, 2002). S3o classificados de acordo com

seu modo de acdo como fungicida, pesticida, algicida e herbicida (USEPA, 2009).
Anualmente sdo usados cerca de 2.9 milhGes de toneladas de defensivos agricolas na
agricultura distribuidas entre inseticidas com 60%, fungicidas com 85% e os herbicidas
com 90%, produzidos por 20 principais companhias de agroquimicos: Syngenta, Bayer,
Monsanto, BASF, Dow AgroSciences, Du Pont, MAI e Nufarm entre outras (EPA, 2017).

Os mais requisitados entre os agricultores séo os herbicidas usados na agricultura

no controle de gramineas e folhas largas. A distribui¢éo destes produtos pela inddstria no
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mundo é de aproximadamente 120 milhGes de toneladas do composto ativo (PERFIL
TECNICO 2,4-D, 2016), dos quais 540 mil toneladas do produto sio usadas conforme os
dados divulgados pelo IBAMA (VASCONCELOQS, 2018). De acordo com o Sindicato
Nacional das Industrias de Defensivos Agricolas (SINDAG, 2001) os paises que mais
fazem uso de herbicidas sdo a Italia, Grécia, Holanda, Alemanha, Bélgica, Reino Unido,
Franca, Japdo, China, EUA e o Brasil (FELICONIO, 2006). O Brasil é lider no ranking
mundial desde 2008 no uso e, sobretudo, na venda de herbicidas (PELAEZ, 2011) o qual
tem obtido cada vez mais espago no mercado mundial (CARNEIRO et. al., 2015).

Nos ultimos 40 anos, o consumo anual de herbicidas tem sido superior a 300 mil
toneladas com um aumento de 700% no consumo (EMBRAPA, 2013). Segundo o
relatorio de comercializacdo de defensivos agricolas divulgado pelo IBAMA em 2012,
foram comercializados cerca de 425.778 toneladas de herbicidas e em 2013 o nimero
aumentou em relagdo ao ano anterior chegando a um total de 56.993,88 toneladas
(IBAMA, 2013). Ja em 2014 as vendas dos herbicidas atingiram 508,6 mil toneladas
enquanto que 2015 e 2016 foram distribuidas no mercado o total respectivamente de
521.525,40 e 487.117,53 toneladas do composto ativo (IBMA, 2017). Em 2017 as vendas
mantiveram-se idénticas em relacdo ao ano anterior totalizando 487,5 mil toneladas o
2,4D e GLIFOSATO os herbicidas mais comercializados (Tabela 1). Atualmente o
namero de produtos formulados foi 1.854 toneladas do composto ativo (AGROFIT,
2018).

Tabela 1: Compostos ativos mais vendidos no Brasil em 2017.

Composto Ativo Vendas (ton. |A) Ranking
Glifosato e seus sais 173,150.75 1°
2,4-D 57,389.35 20
Mancozebe 30,815.09 3°
Acefato 27,057.66 40
Oleo mineral 26,777.62 5°
Atrazina 24,730.90 6°
Oleo vegetal 13,479.17 7°
Dicloreto de paraquate 11,756.39 8°
Imidacloprido 9,364.57 90
Oxicloreto de cobre 7,443.62 10°0

Fonte: IBAMA / Consolidacéo de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos,
agrotdxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto n° 4.074/2002. Dados atualizados: 25/06/2018.
*Unidade de medida: toneladas de IA (Ingrediente Ativo)
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Os estados que mais consumiram herbicidas foram Séo Paulo com 25%, Parana
com 16%, Minas Gerais com 12%, Rio Grande do Sul com 12%, Mato Grosso com 9%,
Goias com 8% e Mato Grosso do Sul com 5% (EMBRAPA, 2013). Conforme dados
disponibilizados em 2017 pela Universidade de Sdo Paulo (USP) foi possivel determinar
a quantidade de herbicidas utilizados por regi6es brasileiras em relacdo a area agricola. A
regido Centro-Oeste foi a que teve maior media no uso de herbicidas entre os anos de
2012 e 2014 (BOMBARDI, 2017).

Em termos financeiros o mercado de defensivos agricolas no Brasil atingiu entre
os anos de 2000 e 2010 um crescimento de 190% superando até mesmo o mercado
mundial (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EM SAUDE AMBIENTAL E SAUDE
DO TRABALHADOR, 2016). Entre os anos de 1997 e 2009 foram contabilizados um
total de U$$ 47,6 bilhdes de vendas de herbicidas (AGROW, 2011) (Tabela 2). Somente
em 2015 os nimeros atingiram U$$ 9,6 bilhdes (SINDIVEG, 2017) tornando este um dos
produtos mais comercializados (NARRA, 2016).

Tabela 2: Vendas mundiais por classe de produtos
Fontes: MCDOUGALL (2010) e CROPLIFE (2010).

2009 1997
Produtos Vendas (US$ bilhdes) % Vendas (US$ bilhdes) %
Herbicida 17.527 46,3 13.320 47,6
Fungicida 9.726 25,7 4.893 17,5
Inseticida 9411 24,9 8.246 29,4
Outros 1.196 30,2 1.540 55
Total 37.860 100 28.000 100

As culturas agricolas que mais fazem uso de herbicidas sdo arroz, aveia, cevada,
trigo, milho, soja, sorgo, café e cana-de-agucar. Desde 1971 as areas agricolas sob cultivo
destas plantas vém sendo tratadas com herbicidas (WANG, 1971) sendo que a média geral
de consumo por area cultivada no Brasil passou de 0,8 kg i.a. ha, em 1970, para 7,0 kg
i.a. ha, em 1998 (EMBRAPA, 2013). Entre os anos de 1990 a 2014 observou-se uma
escala temporal (Figura 1) (FAO 2017). Conforme os dados disponibilizados pelo
Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE) a quantidade de composto ativo
aplicado em culturas agricolas em 2011 foi de 35,3% para soja, 20% para o milho, 14%
para a cana-de-agucar, 6% para o feijdo, 4,2% para o arroz, 3,2% para o trigo e café, 2,6%

para a mandioca e 2,1% para o algodao (IBGE, 2012).



16

1 kilograms 15 kilograms 25 kilograms >40 kilograms
No data 10 kilograms 20 kilograms | 30 kilograms

Figura 1: Uso de pesticidas por hectare de terra cultivada, 2014. Média de pesticida por unidade de
terra cultivavel, medida em quilogramas por hectare.
Fonte: un food agricultural organization FAO. https://ourworldindata.org/fertilizer-and-
pesticidestpesticide-application-rates. (2017).

2.2- Os efeitos do consumo de herbicida no ambiente

Os herbicidas sdo divididos em pré-emergente (usado antes da germinacdo da
planta daninha no solo) e poOs-emergente (utilizado apds o crescimento de plantas
daninhas) (PROCOPIO et al., 2004). Segundo Oliveira e Brighenti (2011) podem ser
classificados segundo a capacidade de ionizacdo em herbicidas &cidos (moléculas que
tem a capacidade para doar préton e formar anions [-]) e em herbicidas basicos (moléculas
que tem a capacidade de receber protons para formar cations [+]). Além disso, séo

definidos com o nivel de toxicidade em quatro classes representados na (Tabela 3).

Tabela 3: Nivel de toxicidade dos defensivos agricolas.

Classe Nivel de toxicidade Cor no rétulo
| Extremamente Toxicos Faixa Vermelha
1 Altamente Téxicos Faixa Amarela
1] Medianamente Téxicos Faixa Azul
Iv Pouco Toxicos Faixa Verde

Fonte: OPAS, 1997.

Existe no mercado mundial £ 1.500 ingredientes ativos (MAPA, 2004) destes, 434
sdo ingredientes ativos elaborados no Brasil sendo registrados cerca de 2 produtos
comerciais (ANVISA, 2010). O consumo de herbicida tem aumentado nas areas agricolas

em 78% nos ultimos 40 anos (EMBRAPA, 2013), principalmente em culturas como arroz
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irrigado, milho e cana-de-agucar (COLLA et al., 2008). Tem-se observado uma maior
incidéncia de herbicidas lancadas nestas areas de cultivo, aumentando cada vez mais 0s
niveis de defensivos agricolas no solo (PRIMEL et al., 2005). Estima-se que cerca de 60
a 70% dos defensivos agricolas usados no campo ndo estejam atingindo os devidos sitios
alvos (LAW, 2001) e sim areas vizinhas, florestas ou zonas urbanas. Muitas vezes levado
através do vento ou por processos de lixiviagdo (LONDRES, 2011).

O comportamento do composto no solo vai de acordo com o declive da area e o
acumulo de residuo que é depositado (RAMALHO, et al., 2000). Quando em contato com
0 solo, essa molécula pode passar por processos de transformacao, interacdo com outras
moléculas, ser transportada ou mesmo permanecer nestes locais (SPADOTTO, 2002). O
transporte dessa molécula no solo pode-se dar por meio da lixiviacdo, volatizacdo e
escoamento superficial (MONQUERO, 2014) e em periodos chuvosos o risco da
disseminagdo dos contaminantes é ainda maior (LIMA; GURGEL, 2018) acarretando
contaminacdo de superficies aquéticas, rios, lagoas, acudes e até mesmo sistemas de
abastecimento as comunidades (Figura 2). Além disso, estas substancias podem afetar o
funcionamento do solo quando 0 composto ativo torna-se persistente, como por exemplo,
na ciclagem de nutrientes, interferindo na acdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
(EDWARDS, 1989) ou diminuindo a fertilidade do solo (ARAUJO; MONTEIRO, 2007).

Deposicao pela
chuva

Agroldxlco

____________________

Lengol freatico

Figura 2: Representacao do percurso dos defensivos agricolas no solo.
Fonte: STEFFEN; ANTONIOLLI, (2011).

Alguns defensivos agricolas ja foram encontrados no solo e na agua, sendo na

maioria das vezes inseticidas, herbicidas e fungicidas (GUIMARAES, 2011) produtos
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como clorpirifés etil, lamda cialotrina, metomil, mancozeb, triadimefon, atrazina,
metribuzina, simazina, flumetsulan, fomesafen, glifosato, imazetapir, imazoquin,
metolaclor, clorimuron etil e 0 2,4D. Porém, a contaminagdo nestas areas por defensivos
agricolas pode n&o indicar a presenca de apenas 0 composto ativo do produto, pois muitos
deles além do principio ativo, contém outros compostos em sua composicdo como metais
pesados, surfactantes, emulsificantes, entre outros (COSTA et al., 2004).

De uma forma geral, observa-se um aumento ainda maior da contaminagdo no
ambiente. Somente em 2001 foi estimada uma contaminagdo ambiental de
aproximadamente 2,27 milhdes de toneladas de produtos quimicos, dos quais 35% dos
residuos langados no ambiente eram herbicidas. Alguns ambientes j& requerem um
processo de remediacdo, especialmente na Europa que possui cerca de 2,5 milhdes de
locais contaminados (VAN LIEDEKERKE; PROKOP; RABL-BERGER et al., 2014).

A contaminacdo na agua e no solo tem favorecido o risco de exposi¢cdo humana
aos defensivos agricolas (LIMA; GURGEL, 2018). Esta exposi¢do pode ocorrer por via
oral ou dérmica. Conforme divulgado pelo Comité Cientifico de Toxicidade,
Ecotoxicidade e Ambiente (CSTEE), a exposi¢cdo de humanos em contato com defensivos
agricolas pode gerar diversos tipos de problemas na saude, como por exemplo, alteracdes
na fertilidade reprodutiva reduzindo o numero de espermatozdides ou causando até
mesmo deformacdes fisicas (CTEE, 1999). Ha varios relatos associando o uso de
defensivos agricolas com o surgimento de varios tipos de canceres tais como de testiculos,
mamas e prostata entre outros (FRIEDRICH, 2013).

Os niveis de intoxicacdo de humanos por herbicidas podem ser classificado em
agudo (leve, moderada e grave) e cronico (exposi¢cdo ocupacional ou ambiental)
(CAMPANHA PERMANENTE CONTRA OS AGROTOXICOS E PELA VIDA, 2017).
Dependendo de fatores relacionados ao tipo de produto, a via de contato, a quantidade de
composto absorvido e o tempo de exposicdo, a intoxicacdo pode evoluir de um quadro
clinico para outro (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; PERES e MOREIRA, 2007;
PERES et al., 2014).

2.3-Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4- D)
O Acido 2,4-diclorofenoxiacético, também denominado 2,4D é um herbicida p6s
emergente (ROBINSON et al., 2012), com peso molecular baixo e contém em sua

estrutura duas moléculas de cloro ligadas a um grupo fendxi e a um grupo carboxilico
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(GEORGE et al., 1963) (Figura 3). Pertence a familia dos herbicidas clorofenoxiacético
(ANVISA, 2001) e de acordo com a (Tabela 4) de toxicidade é classificado como
extremamente toxico (classe 1). E encontrado no comércio na forma liquida, pé soltvel,
granulos ou “pellets” e em formulagdes acidas, sal e ésteres (TU et al., 2001). Apesar de
ser um &cido fraco, a alta polaridade deste composto pode se apresentar na forma salina
(BRITISH CROP PROTECTION COUNCIL, 1994).

‘F
O\/\OH
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Cl

Figura 3: Estrutura quimica do 2,4D.
Fonte: o autor adaptado.

O 2,4D foi o primeiro composto organico com caracteristicas de amplo espectro
seletivo, com acao sistémica e de baixo custo (MITHILA et al., 2011) comercializado
pela inddstria durante a segunda guerra mundial. Esta substancia € utilizada ha mais de
60 anos em diferentes formulagdes no intuito de controlar plantas anuais indesejaveis nos
cultivares de trigo, arroz, aveia, cevada, milho, soja, sorgo café, cana-de-acucar, e
pastagens (GREEN, 2014; RODRIGUES; ALMEIDA, 2011). Nos ultimos anos tem
ganhado destaque na industria de defensivos agricolas por causa de suas propriedades
fisico-quimicas (Tabela 4) (LEMUS, 2008).

Apesar do 2,4D auxiliar no pré-preparo das culturas, as constantes aplicagdes em
doses altas deste composto no solo tem acarretado inimeros problemas ambientais
(ZHOU, et al., 2016; LAURENT, et al., 2000) afetando anualmente no mundo + 1.100
milhdes de hectares causando nesses ambientes processos de desertificacdo, erosdo e a
lixiviacdo, que muitas vezes ocorre em locais proximos a superficies aquaticas e zonas
urbanas (LAL, 2008). Além disso, este processo pode aumentar o risco de contaminacao
da &gua e consequentemente ser consumido pela populacédo devido ao deslocamento do
residuo (BORGGAARD e GIMSING, 2008; LANE et al., 2012) afetando a saude de
humanos e animais (LIAN et al., 2014; GLEICH et al., 2011; SMITH et al., 2011).
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Além dos problemas mencionados anteriormente, a presenca de 2,4D no solo pode
provocar uma diminuigdo na populacdo microbiana (ISLAM et al., 2004) alterando a
diversidade e atividade de algumas espécies (MONKIEDJE et al., 2002; GIRVAN et al.,
2004) envolvidas em processos de oxidacdo do metano (CH™) (HUTSCH, 2001), nas
atividades metabdlicas (OLIVEIRA e PAMPULHA, 2006), ciclagem de nutrientes e

outras atividades essenciais para funcionamento do solo.

Tabela 4: Propriedades fisico-quimicas do herbicida 2,4D.

PROPRIEDADES

Massa molar (g/mol) 221,03744
Formula molecular CsHsC1203
Solubilidade em agua a 25°C (mg /L) 900
Solubilidade em metanol 19,7 a 20,3°C (g/L) 392,8
Volume molar (cm3) 148,2
Ponto de fusdo (°C) 162,8
Ponto de ebuligdo (°C) 345,6
Cor Branco
Textura Cristalino
Refratividade molar (cm®) 48,91
Avrea superficial polar (A) 35,53
Densidade absoluta (g/cm®) 1,488
Pressdo de vapor (mmHg a 25°C) 2,31.10-5
PKa 2,8
CAS 95-75-7

Fonte: CASTRO, 2010.

Por isso, sdo necessarios estudos em relacéo a persisténcia no solo do 2,4D, pois
ela é relativa e hd uma variacdo de ambiente para ambiente (SALMAN e AL-SAAD,
2012) onde ocorre a contaminacdo. Devido a molécula do 2,4D ser resistente a
degradacdo biologica e quimica esta se mantém toxica no solo por extensos periodos de
tempo (ATAMANIUK et al., 2013; FIGGS et al., 2000; BRILLAS, CALPE, CABOT,
1986; HOOVER, BORGONOQV, JONES, ALEXANDER, 1986; RAJESWAI,
KANMANI, IRAN, 2009 e SATO, MATSUDA et al., 2009). Os fatores que tem
influenciado nessa persisténcia variam de acordo com o tipo e o pH do solo,
consequentemente observa-se um aumento no periodo de permanéncia do herbicida no
solo em torno de 5 a 17 dias (PINHEIRO; MORA; SILVA, 2011). Alguns trabalhos ja
evidenciaram a agdo recalcitrante desta substancia encontrando resquicios de 2,4D em
quantidades variadas no solo e na agua (FELIX-CARIEDO et al., 2013; KUSTER et
al., 2008).
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2.4- Imazapyr®

O herbicida acido 2-4,5-di-hidro-4-metil-4-1-metiletil-5-oxo-1H-imidazol-2-il-3-
piridinacarboxilico (Imazapyr®) como é conhecido popularmente (Figura 4), é um
herbicida de amplo espectro ndo seletivo (LEE et al., 1991) que pertence ao grupo
quimico das imidazolinonas. E classificado como um herbicida altamente toxicoldgico de
nivel 11 e I11 para o ambiente com suas caracteristicas quimicas e fisicas representadas na
Tabela 5. E um composto solGvel em dgua (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011) e bastante
usado em culturas pré e pés-emergentes desde 1984, quando foi registrado pela primeira
vez pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA, 2006) no controle de
monocotiledoneas e dicotiledéneas anuais e perenes (TU, et al., 2001). Além dos
cultivares esse composto é aplicado em ambientes como areas de recreacdo, campos de

atletismo e campos de golfe (EPA, 2006).
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Figura 4: Estrutura quimica do Imazapyr®.
Fonte: o autor adaptado.

Embora esta substancia tem sido utilizada no controle de plantas daninhas nestas
areas, os herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas, em especial o Imazapyr® tem
sido relatado como um dos herbicidas que mais causam lixiviagdo no solo
(ROTTERDAM CONVENTION 2001; SOUZA et al.; 2016). Este evento também
depende das caracteristicas fisicas e quimicas do solo tais como, umidade, pH e

quantidade de matéria orgénica, além das precipitacdes de chuvas, irrigacbes em
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plantagdes, fatores sazonais ou mesmo a composi¢ao molecular do herbicida (VENCILL,
2002; SILVA et al., 2007). Na maioria das vezes, a lixiviagdo deste composto ocorre em
areas que apresentam solos arenosos por causa da diminuicdo de umidade, do pH e da
textura do substrato (SOUZA et al., 2000).

Tabela 5: Caracteristicas quimicas-fisicas do Imazapyr®.

Propriedades fisico-quimica do Imazapyr®

Nome quimico acido 2- 4,5-di-hidro-4-metil-4- 1-metiletil -5-oxo0-1H-imidazol-2-il -

3-piridinacarboxilico

Formula molecular C13H15N203
Massa molecular (g/mol) 261.28
Solubilidade em agua a 25°C (mg /L) 111
pKa 38
Presséo de vapor a 60°C <7 x 10-17 atm x m3/mol

Fonte: Adaptado de Table 11S-2 (p. 12) in Level | Screening Risk Assessment (US EPA, 2005A).

O aumento da temperatura tem sido apontado por alguns autores como um
facilitador da absor¢do do Imazapyr® no solo (WANG e WEIPING, 1999; JENKINS, et
al., 2000), contrariando o observado em outros herbicidas normalmente onde a
temperatura alta induz a uma diminuicdo na absorcdo do composto (BIGGAR e
CHEUNG, 1973; FUSI et al., 1993). Consequentemente, com 0 aumento de temperatura
e maior absorcdo no solo, o risco de erosdo atraves da translocacao do residuo € maior
podendo alcancar uma profundidade entre 1,5m a 3m abaixo da superficie (RAHMAN et
al., 1993), maior persisténcia do residuo nesses solos, e a contaminacdo na agua (BUSH
PB et al., 1995; BEORJESSON, TORSTENSSON, STENSTREOM, 2004).

O Imazapyr® no solo pode permanecer por mais tempo nesses locais variando
entre + 25 a 142 dias apos aplicacdo (SENSEMAN, 2007; VIZANTINOPOULOS e
LOLOS, 1994; NISSEN, SHER e NORTON, TAMARISK, 2010; VILLA et al., 2006).
Em locais de clima temperado a persisténcia do composto pode chegar de trés meses a
dois anos no solo principalmente em solos contendo pH entre 5 e 9 (MALLIPUDI et al.,
1991). A persisténcia desta substancia pode acabar comprometendo futuramente o
processo de desenvolvimentos de algumas culturas (HART et al., 1991) como por
exemplo, o arroz convencional (PINTO et al., 2009).

De acordo com estudos de Vizantinopoulos e Lolos (1994) a presenca deste

residuo ja foi constatada em varias areas de cultivo, onde 40% a 70% do composto do
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herbicida foi identificado a uma profundidade de até 45cm. Por isso sdo necessarios mais
estudos sobre o comportamento deste herbicida no solo ao longo do tempo devido as
poucas informagdes que estdo disponiveis na literatura (MONTOYA, PORFIRI,
ZELAYA, 2010; COSTA, APARICIO, ZELAYA, GIANELLI, BEDMAR, 2011).

2.5-Remocao de residuos contaminantes no solo atraves da Biorremediagéo

A contaminagdo ambiental em 2001 foi estimada em mais ou menos 2,27 milhdes
de toneladas de produtos quimicos, dos quais 35% dos residuos lancados no ambiente
eram herbicidas. Dessa forma, alguns ambientes ja requerem um processo de remediacéo,
especialmente na Europa que possui cerca de 2,5 milhGes de locais contaminados (VAN
LIEDEKERKE; PROKOP; RABL-BERGER et al., 2014).

A descontaminagdo de areas contaminadas por produtos quimicos € realizada
atraves de um diagndéstico ou uma analise indicando a situacdo nesses ambientes para
aplicacdo de técnicas mais adequadas para cada situacdo (FRUTOS et al., 2012; SMITH
et al., 2015). Segundo DER (2014), o responsavel por pedir a avaliagéo e realizar a acao
de remediacdo nos locais contaminados é o proprietario do local. Em areas agricolas
contaminadas por herbicidas, a responsabilidade é dos agricultores, porém isso nem
sempre acontece devido aos métodos de descontaminacgdo que existem hoje serem caros,
inviabilizando este tipo de pratica devido as restricbes financeiras para executa-la.
(PERELO, 2010).

Por isso, leis regulamentares comecaram a ser criadas para o tratamento de residuos
no solo a partir de processos de remediacdo (BRITO et al., 2004) para melhorar a
qualidade ambiental pensando na preservacdo dos recursos naturais (solo e agua)
(AVANZI et al., 2009). Alguns paises desenvolvidos ja fazem uso dessas leis
(REMEDIATION PROCESS GUIDE, 2011) visando inovacBes tecnoldgicas em
conjunto com sistemas ecoldgicos, mais acessiveis e de facil manutencao.

A alternativa mais aplicavel hoje é a biorremediacdo que é uma tecnologia antiga
que teve inicio na década de 1940 (ZOBELL, 1946). Este processo emprega organismos
vivos tais, como por exemplo, fungos e bactérias que possuem a capacidade dedegradar,
imobilizar ou reduzir compostos residuais (organicos e inorganicos) adicionados no solo
(MELO et al.,, 2008). De acordo com KIRCHHOFFM (2003), é considerada uma

ferramenta, denominada ‘engenharia verde’ ou “Green Engineering” e a vantagem do uso
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dessa pratica é que ela possui um menor impacto ambiental (HINCHEE, et al., 1994;
CHAUDHRY, 1994) e ainda recupera o solo com alta eliminagdo de compostos quando
comparada com outras técnicas como incineracdo, lavagem e aterro (JIANG, YANG,
FAN et al., 2012; P. ZHAO, WEN-JING, WANG et al., 2012). Além disso, a sua
eficiéncia é considerada amais viavel por possuir menor custo (BOREM, 2005;
ANDRADE, 2010).

A biorremediagdo por meio de microrganismos contribui para a reducéo residual
presente no ambiente, principalmente os herbicidas (ARAUJO, 2002) (Figura 5). De
acordo com VIDALI (2001) os microrganismos foram distribuidos em grupos conforme
0 composto e 0 meio mais eficazes metabolicamente de degradacdo para se usar na
biorremediagdo (Tabela 6). Com isso o0 processo de metabolizagdo dessas substancias
envolve principios baseados na disponibilidade dos residuos e nas condi¢cdes ambientais
ideais para desenvolvimento de cada microrganismo (MILIC et al., 2009; HARA et al.,
2013; SINGH e CHANDRA 2014; MENEGHETTI, 2007).

Certas condigdes como a da temperatura podem influenciar direta ou indiretamente
na degradacdo de defensivos agricolas por microrganismos, pois muitos deles em
temperaturas baixas sdo menos eficientes levando mais tempo para degradar (LEAHY;
COLWELL, 1990; BOREM, 2005; ANDRADE et al., 2010). Por outro lado, em
temperaturas mais altas (entre £25°C e 30°C) o composto € metabolizado mais rapido
ocasionado uma maior eficiéncia (ANDRADE et al., 2010). Outro fator € o pH, em solos
com pH acido pode ocorrer reducdo na microbiota quando comparados com solos que
apresentam pH entre 5,1 e 8,1 (TIAN e CHEN, 2012).
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Figura 5: Diagrama representando a correlacéo entre a biorremediagéo, herbicida e solo.

Fonte: o autor.

Tabela 6: Classificacdo dos microrganismos empregados nos processos de biorremediacéo do solo,
via metabdlica e dados recentes da literatura sobre sua aplicacdo. PAHs = Aromético Policiclico e
Hidrocarbonetos, PCBs = Bifenilospoliclorados.

Microrganismo Metabolismo Efetivo para Referéncias
Aerdbico Metabélico Pesticidas Krishna, K. R., and Philip, L. (2011).
Hidrocarbonetos Castelo-Grande, T. et al 2010; Rodriguez-Meza, M. A., et al
2010
PAHs Biswas, S. S. K., et al 2005; Lei, L., Khodadoust, A. P., et al
2005; VenkataMohan, S., 2009.
Co-metabolismo Herbicida Robles- Gonz’alez, I., 2006
PAHs Sayara, T., Sarr’a, M., andS anchez, A. (2009).
Explosivos Clark, B., and Boopathy, R. (2007); Sheibani, G.,
Naeimpoor, F., and Hejazi, P. (2011).
Anaeréhico Metabolico PCBs Vasilyeva, G. K., and Strijakova, E. R. (2007).
Solventes clorados Pavlostathis, S. G., Prytula, M. T., and Yeh, D. H. (2003).
Herbicidas Robles-Gonz alez, 1., et al 2006
Co-metabolismo Pesticida Quintero, J. C., et al 2006;
Biomassa fungos Metabolico PCBs Vasilyeva, G. K., and Strijakova, E. R. (2007).
PAHs Garon, D., Sage, L., and Seigle-Murandi, F. (2004); Garon,
D., Sage, L., Wouessidjewe, D., and Seigle-Murandi, F.
(2004).
Co-metabolismo Pesticida Quintero, J. C., L'u-Chau, T. A., Moreira, M. T., Feijoo, G.,

Metilotréficos

Biosorcéo

Co-metabolico:
0 metano éa fonte de
carbono e energia

Organoclorados
Corantes

Alifético clorado,
tricloroetileno
1,3-dicloroetano

and Lema, J. M. (2007)

Jiang, X., Zeng, G., et al 2006

Abd El Rahim, W. M., Moawad, H., and Khalafallah, M.
(2003).

Vidali, M. (2001).

Fonte: Artigo-Ex Situ Bioremediation of Contaminated Soils: An Overview of Conventional and
Innovative Technologies.
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Contudo acredita-se que 0 sucesso da biorremediacdo de compostos em ambientes
contaminados pode estar atrelado diretamente aos microrganismos isolados destes
ambientes (VERMA e JAISWAL, 2016), pois apresentam maior taxa de degradacao ja
que se encontram adaptados quando comparados a espécies que nunca foram expostas
(LEAHY; COLWELL, 1990; ANDRADE et al., 2010). Esta caracteristica possibilita
estes microrganismos sobreviverem a ambientes indspitos (CASTILLO et al., 2011)
usando como Unica fonte de carbono compostos herbicidas (ALEXANDER, 1999;
MASTER; MOHN, 1998). No entanto, apenas 10% das espécies bacterianas que vivem
no solo conseguem ser cultivadas em laboratdrios através de meios de cultivo (CYCON;
PIOTROWSKA-SEGE, 2009). A Unica fonte para seu crescimento em meio seletivo é a
prépria molécula de carbono presente nestes pesticidas, assim os mesmos podem degradar

estes compostos.

2.6-Microrganismos usados na biorremediacéo de defensivos agricolas

Muitos microrganismos apresentam capacidade para serem utilizados na
biorremediacdo de ambientes, pois apresentam enzimas capazes de metabolizar
compostos como pesticidas, fungicidas e herbicidas em niveis diferentes de concentracao
(PATTANASUPONG, NAGASE, INOUE et al.,, 2004). Isso ocorre principalmente
através de processos de respiracéo, fermentacdo ou por co-metabolismo (CETESB, 2004)
realizado por bactérias e fungos.

A degradacdo do defensivo agricola no solo atraves das bactérias € realizada a
partir de dois processos: a atividade aerdbica (usado em descoloracdo) e anaerdbica
(usado para compostos ciclicos, aromaticos ou alifaticos) (BARRAGAN-HUERTA, et
al., 2007; BACZYNSKI, PLEISSNER, GROTENHUIS 2009). J4 os fungos utilizam
sistemas enzimaticos para realizar a degradacéo dos compostos (PEPPER et al., 1996). A
atividade enzimatica é bastante eficiente quando comparado com as tradicionais catalises
quimicas e fisicas, que geralmente sdo empregadas (RAO et al., 2014). As enzimas
utilizadas na degradacédo sdo divididas em extracelulares, que ocorrem a partir da secrecédo
de enzimas pelo fungo reagindo com a molécula da substancia e intracelulares
metabolizadas por meio da absor¢édo do produto (BOLLAG, 1974).

A vantagem de usar fungos na biorremediacdo ao inves de bactérias, é que 0s

fungos conseguem cobrir uma area contaminada maior devido as caracteristicas
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morfoldgicas. Isto se deve principalmente a sua estrutura micelial que promove a
disseminagé@o de suas hifas (DIX; WEBSTER 1995) e a capacidade de renovacdo das
mesmas, além de possuir maior resisténcia a altas concentracfes de toxinas (EVANS,
HEDGER, 2001). Outro fator é a atividade enzimatica dos fungos em relagdo as bactérias,
no caso das bactérias, estas necessitam serem expostas aos compostos para induzir o
sistema enzimatico necessario para a degradacdo. Em concentragdes baixas do composto
ndo sdo capazes de expressar as enzimas (ADENIPEKUN e LAWAL, 2012).

Por outro lado, o processo de degradacéo dos herbicidas é bem descrito mais em
espécies bacterianas do que em espécies fungicas. Um exemplo é a metabolizacdo dos
herbicidas pertencentes a familia das imidazolinonas por espécies bacterianas. Em
condi¢cdes aerdbicas de degradacdo, estes compostos formam no solo metabolitos
menores mineralizados (MANGELS, SHANNER, CONNER, 1991) resultando em
produtos como o 7-hidroxi-furo[3,4-b]piridin-5(7H)-ona; Ido2,3-piridinodicarboxico e
dois compostos ciclicos, 2,3-piridinodicarboximida e furo [3,4-b]piridin-5(7H)—ona
(MALLIPUDI et al.1991). Enquanto que 2,4D (Figura 6), o processo de metabolizacdo
ocorre na maior parte das células microbianas por meio da quebra de ligacdo oxidativa.
Esta reacdo esta vinculada a um éter seguido de uma hidroxialquilacdo da molécula de
clorofenol atraves da via cloro orto-clivada consequentemente alterada para clorocatecois
(BALJINDER SINGH e KASHMIR SINGH, 2014).

intradiol
A hydroxyalase Cl ring cleavage

Cl
= O/ - TCA
24 dehalogenase\}/

4-chlorophenol

4Chlorophenoxyacetale 4-chlorocatechol
0}
\ 0 oxoglutarate
succmate NADH* ol intradiol
tfd cl O ring cleavage
DPH
ketoglutarate 0> >TCA
deoxygenase {fdB = S
iacs HO tdDEFKR
Cl hydroxyalase ci

OH 1.o-dioxygenase

2,,-DCP
3.5-DCC 2,4-DC cis muconate

Figura 6: Degradagdo de 2,4 D por microbios. 2,4-DCP,(2,4-diclorofenol),3,5-DCC (3,5-
Diclorocatecol) TCA, Ciclo do Acido Tricarboxilico.
Fonte: Artigo: Microbial degradation of herbicides.
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Apesar do pouco conhecimento sobre o processo de degrada¢do promovido pelos
fungos, os mesmos vém se destacando cada vez mais entre 0s grupos de microrganismos
usados na biorremediacdo (GADD, 2001; GOLTAPEH; DANESH; VARMA., 2013).
Segundo FAETH e FAGAN (2002) o numero de fungos encontrados na natureza é
estimado em torno de 1 milhdo de espécies e geralmente, encontrados no solo ou mesmo
em estruturas da planta como folha, caule, raizes e sistemas reprodutivos das flores
(ARAUJO et al., 2002). As espécies identificadas na literatura capazes de biodegradar
compostos fendlicos e compostos aromaticos (SANTOS e LINARDI, 2004) sdo fungos
de podriddo branca (SINGH, 2006; ADENIPEKUN e LAWAL, 2012) e fungos dos
géneros Aspergillus, Fusarium entre outros. Dentre as espécies fungicas as que mais se
destacam com capacidade para degradacdo de herbicidas séo os fungos filamentosos. Por
apresentarem diversidade em oxidar substancias (RADTKE, COOK , ANDERSON,
1994), ser tolerante ao estresse e substancias quimicas (FRAGOEIRO, 2005) e por
possuir maior producédo de enzimas (FRAGOEIRO, 2005; MAGAN, 2007).

2.7- O fungo Fusarium como degradador de herbicidas

O género Fusarium € representado por um grupo de fungos patégenos e
filamentoso que pertencem ao filo Ascomycota (MACIEL, 2012). O microrganismo foi
descrito pela primeira vez em 1809 e classificado como formae speciales ou racas
(SNYDER e HANSEN, 1940). E considerada uma espécie cosmopolita, onde sua
ocorréncia é predominante mais em regifes de clima temperado, subtropical e tropical
(FORTES, 2006). Apresenta diferencas em nimeros de espécies nessas regides (LESLIE;
SUMMERELL, 2006) sendo identificadas mais de 1472 espécies deste género
distribuidas em 348 variedades (SOUSA, 2010).

A identificacdo das espécies é baseada em trés conceitos bésicos: bioldgico,
morfoldgico e o filogenético (LESLIE et al., 2001). O bioldgico € definido por meio da
compatibilidade sexual de reproducéo de individuos da mesma espécie (MACIEL, 2012).
Ja o morfologico é baseado nas caracteristicas fisicas e fisiologicas apresentadas pela
espécie como a presenca e auséncia de clamiddsporos, macroconideos e microconidios,
tipo de conidi6foros, aspecto da coldnia, cor e o crescimento em meio solido (GERLACH,;
NIRENBERG, 1982; NELSON et al., 1981; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O filogenético é realizado através de analises de sequéncias génicas gerando dados

para a construcdo de informagdes que visem maior compreensdo dessa espécie. Com o
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uso de pequenas sequencias nucleotidicas denominadas primers é possivel amplificar
regibes génicas altamente conservadas, como por exemplo, regides ITS (Internal
Transcribed Spacer Regions), B-tubulina e fator de elongagéo 1-a (EF-10) (LAURENCE
et al., 2014; O°'DONNELL et al., 2010; SCHROERS et al., 2004; SOUTHWOOD et al.,
2012) entre outras (Figura 7). Assim as técnicas moleculares como a PCR e o
sequenciamento de DNA tem sido apontadas como ferramentas essenciais para auxiliar
na identificacdo de espécies (SILVA et al., 2013).

O Fusarium pode ser encontrado no solo, (MICHEREFF et al., 2005;
LAZAROTTO, 2013) em tecidos vegetais, nos alimentos e até mesmo no ar (URBEN et
al., 2009). Dentre as espécies que destacam-se mais abundante no solo estdo Fusarium.
solani e o Fusarium oxysporum (NELSON et al., 1981; SUMMERELL e LESLIE, 2011).

ITS2
A ITS1
—>
18s 5.8s 18s
4_
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Bt23 Btla
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Bt2b Btlb
C «— «—
efl efl-728 ef1-986
_> <_
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ef-2 '
Ef1-2218R

Figura 7: Localizagdo das regides génicas usadas para a amplificacdo do gene ITS (A), B-tubulina
(B) e EF (C) em Fusarium.
Fonte: o autor. (adaptado do artigo: A universal DNA extraction and PCR amplification method
for fungal rDNA sequence-based identification).

O ciclo reprodutivo do Fusarium varia de espécie para espécie podendo ocorrer
de forma assexuada atraves da formacdo de hifas (septadas/ramificadas) ou germinagéo

de esporos (VERMELHO et al., 2006) e na forma sexual por meio de auto fecundagéo ou
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cruzamento entre as espécies (RANA et al., 2017) (Figura 8). No caso das espécies F.
oxysporum e o F. solani a reprodugdo ocorre de forma assexuada (BOOTH, 1971),
produzindo estruturas reprodutivas como macroconideos, microconidios e clamidésporos
(NELSON et al., 1983).

As espécies saprofitas sdo de extrema importancia para a descontaminacao de
ambientes, pois este grupo apresenta uma alta capacidade de degradar compostos no solo
(CHRISTAKOPOULOS et al., 1996). Além disso, alguns estudos indicam que essa
espécie é considerada um bom bioindicador em ambientes contaminados (solos e agua),
pois possuem a capacidade de biorremediar esses locais degradando os compostos
presentes neles (SOARES et al., 2011). De acordo com os estudos de Mendonga et al.,
(2004) o género Fusarium tem capacidade para degradar compostos aromaticos de
moléculas de residuos agroindustriais. Esta caracteristica se deve ao fato desse
microrganismo produzir enzimas que sao secretadas para degradar polimeros de origem

vegetal e outras moléculas organicas (SILVA, 2012).
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Figura 8: Ciclo de vida do Fusarium.
Fonte: (Ma et al. 2013).
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3-OBJETIVO

Isolar espécies de fungos presentes no solo com capacidade para degradar herbicidas

a partir de uma area com histérico de uso de defensivos agricolas.

3.1-OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Isolar fungos filamentosos e leveduras do solo com capacidade para degradar 0s
herbicidas 2,4D e Imazapyr®.

2. Avaliar as caracteristicas morfologicas e moleculares através da identificacdo dos
isolados microbianos por meio do sequenciamento da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) e B-tubulina que separa os genes 18S e 28S do rDNA.

3. Auvaliar a atividade enzimética dos isolados microbianos.

4. Analisar o potencial de degradacédo dos herbicidas pelos isolados microbianos do

solo.

4-HIPOTESE

Os microrganismos possuem a capacidade de degradar compostos quimicos

aplicados no solo e entre estas substancias estdo os herbicidas.



32

5-MATERIAL E METODO

Os experimentos deste trabalho foram realizados na Universidade Tecnoldgica
Federal do Parand (UTFPR) nos campus: Dois vizinhos —PR (Laboratério de
microbiologia, fitossanidade e Biologia Molecular) e Toledo/PR (Laboratorio Central
analitica).

5.1 Produtos quimicos

Os herbicidas comerciais 2,4D e Imazapyr® foram empregados nos testes de
avaliacdo de degradabilidade por fungos isolados. Os padrdes 2,4-D (pureza, 99,9%) e
Imazapyr® (pureza, 99,9%) usados na analise de HPLC foram adquiridos através da
Sigma-Aldrich.

5.2-1solamento e identificacdo de microrganismos degradadores de herbicida

5.2.1- Coleta de solo e Isolamento de fungos

Para o isolamento dos fungos e da levedura uma amostra de solo foi coletada de
uma area com histérico de aplicacédo de herbicida localizada na fazenda experimental da
Universidade Tecnologica Federal do Parand (UTFPR) — campus Dois vizinhos —PR
(25°41°56.7°S53°05°42.3”W).

Amostras de 10g de solo foram transferidas para frascos erlenmeyers de 250mL
contendo 90 mL de agua destilada estéril e submetido a agitacao orbital a 120 r.p.m por
30 mim na temperatura de 25+1 °C. Posteriormente 1mL desta solucdo, foi retirado e
inoculado em frasco de erlenmeyer de 250mL contendo 100mL de meio de mineral
(MSM) conforme proposto por LIU et al., (2014). O pH do meio de cultura foi ajustado
para 7.0 e complementado como Unica fonte de carbono os herbicidas 2,4D e Imazapyr®
na concentragdo de 50 mg.L™.

Os frascos foram novamente submetidos em agitacdo orbital a 160 r.p.m na
temperatura de 25°C por 5 dias com sucessivas adi¢Oes de culturas de enriquecimento

com os herbicidas. Ao Finalizar esse processo, os frascos foram cobertos com papel
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aluminio e entdo armazenados por um periodo de 15 dias em temperatura ambiente sem
agitacdo (Figura 9). Posteriormente aliquotas de 0,1 ml foram espalhadas em placas de
petri contendo 0 meio de cultura Batata —Dextrose -Agar (BDA) e incubadas em estufa

B.O.D com fotoperiodo & 25°C para o isolamento das col6nias obtidas no meio de cultura

e subcultivada para posterior andlise.
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Figura 9: Representacdo esquematica do isolamento da cepa microbiana.
Fonte: o autor.

5.2.2-Caracterizacdo morfologica dos isolados fungicos

Os isolados fungicos foram caracterizados quanto as suas caracteristicas
macromorfoldgicas e micromorfoldgicas.

A caracterizacdo macromorfologica da coldnia foi realizada de acordo com a
coloracdo, forma, elevacdo, margem e o crescimento. Com isso foram preparadas placas
de petri com os meios de cultura Meio de Sais Minimos (MSM), Czapek-Dox, Batata
Dextrose Agar (B.D.A) e Agar Sabouraud, suplementado com/sem os herbicidas 2,4-De
Imazapyr® na concentragdo de 10mg/mL. Um disco de micélio do fungo com 5mm de
diametro de cada isolado foi inserido no centro da placa e cada tratamento foi realizado
em triplicata. Em seguida as placas foram incubadas em estufa B.O.D. a 25 °C com foto
periodo. Apos 24 horas de crescimento foram realizadas as primeiras medi¢fes do

didmetro da coldnia em posi¢do ortogonal com auxilio de um paquimetro digital. A
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medida da col6nia foi usada para calcular o indice de Velocidade de Crescimento Micelial
(IVCM) conforme a formula da equacédo (1) proposta por Oliveira (1991).

Eq(2).

IVCM= X (D-Da)
N

IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial
D= diametro médio atual da colbnia
Da= diametro médio da colbnia do dia anterior

N= niimero de dias apds a inoculacao

Para identificar as caracteristicas como macroconideos (0 niumero e o tamanho
dos septos), microconideos e esporodoquio na presenca ou auséncia do herbicida, foram
realizados analises micromorfologicas através da técnica de microcultivo. Com isso,
foram preparadas duas placas de petri, com/sem a presenca do herbicida 2,4 D e
Imazapyr® 10mg/ml no meio de cultura agar B.D.A. Um quadrado de 1cm?®do meio de
cultura foi recortado e sobreposto em uma lamina. Posteriormente com o auxilio de uma
alca de platina o microrganismo foi semeado em todos os lados do cubo e uma laminula
adicionada sobre a superficie do cubo. As placas foram armazenadas em fotoperiodo em

estufa B.O.D na temperatura de 25°C durante 7 dias para obtencéo hifas e esporos.

5.3- Extracdo do DNA gendmico, amplificacdo e sequenciamento da regido ITS

(Internal Transcribed Spacer) que separa o0s genes 18S e 28S do rDNA.

5.3.1- Extracdo de DNA da levedura e dos isolados fungicos

O delineamento experimental das etapas do experimento esta representado na forma
esquematica na (Figura 10). A cultura fungica e a levedura obtida em meio liquido foi
transferida para meio sélido de 4gar BDA. A partir desses isolados microbianos foi
realizada a extracdo do DNA gendmico por meio do método CTAB de Doyle e Doyle

(1990). Apos finalizar a extragdo, foi realizada uma quantificagdo através de um
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transluminador UV avaliando a presenga e intensidade do DNA gendmico em gel de
agarose 1%.

5.3.2- Amplificacdo da regiio genomica ITS e B-tubulina dos isolados fngicos

A regido correspondente aos genes 18S — 28S do rDNA foi amplificada com o0s
primers ITS1/ITS4 descrito por White et al. (1990). Ja as regides correspondentes a [3-
tubulina e o fator de elongagdo TEF (partial translation elongation fator 1-alpha gene)
foram amplificados com os primers TUB2Fd/TUB4Rde EF1-728F/EF1-986R
respectivamente (GROENEWALD et al, 2013; WOUDENBERG et al., 2009;
CARBONE e KOHN, 1999). As amostras foram preparadas utilizando-se um mix para
as reacdes de PCR contendolpl do DNA dos isolados microbianos, tampdo buffer PCR
10x (5ul) Mg* (3 pl), dNTPs (2 pl), Tag DNA Polimerase (0,4pul), primers (2ul) e H.0
miliQ completada para um volume final de 50ul.

As reacdes foram realizadas em termociclador com as seguintes condi¢fes: 94°C
por 3 minutos; 39 ciclos de 94°C por 30 segundos; 55°C por 1 mim; 72°C por 3 minutos
e extensdo final de 72°C por 10 minutos. Para os primers da B-tubulina as condi¢cfes
foram: 94°C por 5 minutos; 40 ciclos de 94°C por 30 segundos; 59°C por 30 segundos;
72°C por 30 segundos e extensdo final de 72°C por 7 minutos.

Com o intuito de obter um produto livre de quaisquer contaminantes, as amostras
da reacdo de PCR final foram purificadas utilizando o polietilenoglicol (PEG) segundo o
protocolo de Dunn e Blattner (1987). O produto purificado da reacdo de PCR foi

quantificado em gel de agarose a 1% e revelado por meio do transiluminador UV.

5.3.3- Sequenciamento do produto do PCR amplificado

O amplicon da regido ITS e B-tubulina obtido por PCR foi sequenciado por meio
da eletroforese capilar no aparelho ABI3730, utilizando o polimero POP7 e BigDye v3.1.
O método consistiu no sequenciamento bidirecional do Produto final do PCR, utilizando
iniciadores oligonucleotideos, sendo estes 0s mesmos usados na rea¢do de PCR. A reagéo
foi completada adicionando-se os desoxiribonucleotideos dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, e


http://www.google.com/search?q=book%2B978-0123721808
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dCTP) marcados com corante fosforescente. Os resultados foram convertidos em
eletroferograma no qual foram visualizados e interpretados atraves do software Bioedit.
Os pares de bases obtidos apds o sequenciamento foram depositadas no banco de dados
do GenBank no site do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Subsequentemente as
sequencias foram comparadas com outras do banco de dados GenBank através da
ferramenta BLAST, que consiste na analise de similaridade entre sequencias por meio de
um percentual (100%).
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Figura 10: Esquematizacéo do processo de extracdo de DNA, PCR e sequenciamento.
Fonte: o autor.
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5.4-Teste de atividade enzimatica dos fungos

Para verificar a producdo de enzimas extracelulares dos fungos frente a presenca
e auséncia dos herbicidas foi realizado um teste enziméatico em meio solido a partir da
adicdo de indutoress em meio de cultura mineral (MSM).

As enzimas avaliadas foram amilase, protease, celulase e esterase aos quais foram
adicionados respectivamente 1% de amido soluvel, 4% de gelatina, 1% de

carboximetilcelulose (CMC) e 1% de Polissorbato 20 como substratos para enzimas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank)
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respectivamente. Com isso foram preparadas placas de meio de cultura mineral com/sem
a presenca dos herbicidas mais os indutores presente no meio de cultura.

Para verificar a atividade de producdo enzimética pelos fungos foram inseridos no
centro de cada placa petri um disco de micélio de 5mm de cada isolado microbiano.
Posteriormente as placas foram armazenadas a 25°C em estufa B.O.D em fotoperiodo
durante 4 dias. Para cada tratamento enzimatico os testes foram realizados em triplicada.

Subsequente ap0s o crescimento do fungo foi preparado uma solugéo de revelagdo
para as placas com intuito de verificar a presenca do halo de degradagdo. Cada placa de
petri recebeu um volume de 10ml de solugéo de lugol a 1% no teste de amilase, de solugéo
saturada de sulfato de amonio (NH4).SO4 para o teste de protease e de solugdo de
vermelho-congo para as placas para avaliar a producdo de celulase. Para o teste de
esterase, as placas foram transferidas para um refrigerador e mantidas a 4°c durante um
periodo de 48 horas para verificacdo de halo.

O indice de atividade enzimatica para as enzimas de amilase e protease testadas foi
realizado por meio da relagdo halo (H) e colonia (C) (H/C), através da medicdo do
crescimento do Halo e da Coldnia em dois didmetros ortogonais que como determinado
pelo método de HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1975).

5.5 -Preparacdes das amostras para analise de degradacao dos herbicidas 2,4D e

Imazapyr® por meio da cepa microbiana isolada

Os compostos utilizados para analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) sédo produtos quimicos com grau HPLC. Os produtos foram adquiridos através
da empresa Sigma-Aldrich. Os herbicidas Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D) e o
acido 2- 4,5-di-hidro-4-metil-4-1-metiletil-5-oxo-1H-imidazol-2-il-3-piridinacarboxilico
(Imazapyr®) possuem grau de pureza de 99,9%.

A degradacéo dos herbicidas 2,4D e Imazapyr®® foram avaliadas por meio da
HPLC no aparelho Ultimate 3000 LC System — Thermo Fischer Detector UV/VIS em
frascos de 10 mL contendo uma concentragdes 10 mgL™ dos herbicidas em meio de
cultura. Os meios de cultura testados foram MSM e Czapek-Dox para os fungos e a
levedura. Aliquotas das amostras foram retiradas a cada cinco dias em triplicatas durante

10 dias e posteriormente armazenadas a -20°C.
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A preparacdo das amostras foi realizada utilizando-se uma membrana de filtragem
tipo millipore com poros de 0,22um no qual o liquido foi filtrado para a remogao dos
residuos. Uma curva padrdo foi criada para comparagbes dos picos gerados no
cromatograma com auxilio de padrdes externos de ambos o0s herbicidas. As condicGes
usadas na andlise cromatografica para os herbicidas 2,4D e Imazapyr® foram as
seguintes: 2,4D - coluna C18 (4,6 cm x 250 mm, 5 pm) de fase reversa com uma solucéo
de Metanol-agua (5:95 v/v) detectado num comprimento de onda de 230nm com um
volume de injecdo de 50pl e com fluxo de 1,2 mL min-1 com gradiente. Para o Imazapyr®
- coluna C18 (4,6 cm x 250 mm, 5 um) fase mével com metanol —&gua acidificada e
0,02% H3PO4 (5:95 v/v) para ser detectado num comprimento de onda de 230nm com um
volume de injecdo de 50ul e com fluxo de 1,2 mL min-1 com gradiente.

5.6-Analise estatistica

Os dados obtidos no trabalho foram avaliados por meio do teste estatistico Mann-

Whitney considerando o valor de p>005 em relag¢do aos tratamentos aplicados.



39

6-RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1- Bioprospeccao das espécies fungicas

Apos 10 dias de incubacdo das amostras do solo em meio MSM + 2,4-D e MSM
+ Imazapyr®, foi possivel observar a presenca de hifas desenvolvendo-se em ambos os
meios seletivos (Figura 11). As amostras foram incubadas por mais 7 dias até obter um
bom crescimento das hifas no meio de cultura liquido, posteriormente as mesmas foram
transferidas para placas de petri contendo meio de cultura B.D.A e incubadas a 25°C por
7 dias até a obtencdo de coldnias bem definidas. Dois isolados apresentaram
caracteristicas de micélio aéreo com aspecto filamentoso, coloracdo variando entre
branco/cinza-purpura. As caracteristicas macroscopicas das col6nias destes isolados
foram compativeis com fungos do género Fusarium e estes foram denominados de
Isolado 1 (I-1) obtido do meio MSM + 2,4-D (Figura 11A) e Isolado 2 (1-2) do meio
MSM + Imazapyr® (Figura 11B). Posteriormente observou-se uma colonia de aspecto
cremoso em uma placa de petri contendo Imazapyr®, esta froi transferida em meio MSM
+ Imazapyr® e apOs crescimento novamente em outra placa com o herbicida, esta foi
denominada L-1 (Figura 11C).

Figura 11: (A) Meio MSM contendo 50 mg/L-1 do herbicida 2,4D com desenvolvimento de estruturas
similares a hifas fangicas. Abaixo o isolado (I-1) em placa com o herbicida. (B) Presenca de estruturas
similares a hifas em meio contendo 50mg/L-1 de Imazapyr®em meio MSM (Isolado 1-2). (C) col6nia
fingica com cremoso obtida a partir de uma contaminagdo em meio com Imazapyr® (L-1). Todas as
coldnias foram semeadas em placas de meio de cultura B.D.A. Dois Vizinhos/PR, 2019.
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6.2- Caracterizagdo macro e micromorfoldgica dos Isolados 1-1, 1-2 e L-1

Embora nos dltimos anos as técnicas de biologia molecular tem proporcionado
grandes avancos na identificacdo de espécies de fungos, muitos destes organismos
possuem grandes similaridades genéticas o que torna-se necessario também estudos das
caracteristicas morfoldgicas como complementacdo. Assim, foi realizada a
caracterizacdo de macro e micromorfoldgica para a identificacdo dos isolados de acordo
com o proposto por Barnett e Hunter (1987).

As caracteristicas das col6nias dos isolados do género Fusarium, tais como forma,
elevacdo, margem e cor estdo apresentados na (Tabela7) em diferentes meios de cultura,
conforme descrito por PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, (2002). Os isolados I-1 e I-2 em
diferentes meios de cultura apresentaram forma circular e margem filamentosa. As
caracteristicas de elevacdo e cor das colonias tiveram diferengas entre os meios de
cultura, pois para os meios MSM e Czapek Dox houve a formacdo de uma borda plana e
coloracédo incolor enquanto que para os meios B.D.A e Sabouraud foi observado uma
borda elevada e coloracdo roxa e branca respectivamente. Segundo Dariva (2011), a
coloracdo das coldnias de fungo do género Fusarium variam entre branco, creme, violeta
e roxo. Estas variagdes podem ser influenciadas pelas condi¢c6es do meio de cultura tais
como o pH e nutrientes (SUMMERELL et al., 2003). Espécies do género Fusarium
possuem como caracteristica micélios aéreos extensos e cotonosos apresentando no meio
de cultura tons rosa, roxo ou amarelo (BARNETT e HUNTER, 1998).

Tabela 7- Caracteristicas morfoldgicas das coldnias dos isolados. Dois Vizinhos, 2019.

1-1 1-2
Forma Elevacdo Margem Cor Forma Elevagdo Margem Cor
(borda) (borda)
MSM Circular plana filamentosa Incolor Circular plana filamentosa  Incolor
Czapek Dox  Circular plana filamentosa Incolor Circular plana filamentosa  Incolor
B.D.A Circular elevada filamentosa Roxa Circular elevada filamentosa Roxa

Sabouraud Circular elevada filamentosa Branca Circular elevada filamentosa  Branca

As espécies do género Fusarium podem ser identificadas através das
caracteristicas morfoldgicas (micro e macro). Observaces micromorfoldgicas, tais como

presenca, tamanho e forma de macroconideos e microconidios e formacao de
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clamiddsporos (POLETTO et al., 2006) sdo extremamente Uteis para a diferenciagdo entre
as espécies. No isolado I-1 foi observado a presenca de microconidios ovoboides com
base truncada e sem septos, além disso, observou-se esporoddquio e macroconidios com
3 a 5 septos em uma célula basal grossa, apical e raramente entalhada (Figura 12). Os
clamidosporos estavam solitarios e em pares e as fidlides foram curtas em formato de

garrafa. De acordo com as caracteristicas trata-se da espécie Fusarium oxysporum
(CIAMPI et al., 2009; BARNETT e HUNTER, 1987).
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Figura 12: Esporodoquio; (C) Macroconideo e microconidio com aspecto ovoboide; (D) Medida do
comprimento em um do microconideo e macroconideo com aumento total de 400X. Todas as
coldnias foram semeadas em placas de meio de cultura B.D.A e fotografadas ap6s 21 dias de

incubacéo a 25°C com fotoperiodo. Dois Vizinhos, 2019.

As observacdes micromorfoldgicas do isolado I-2 permitiram inferir que trata-se
de Fusarium solani, pois observou-se também microconidios obovoides, no entanto,
apresentando de 0 a 1 septo formado em cabecas falsas (Figura 13). Ja o macroconideo
tem de 3 a 5 septos, porém, com célula basal entalhada e apical na forma de papila. O

clamiddsporo é solitario, intercalar e terminal. Para Nelson et al., (1983), o que diferencia
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principalmente entre as espécies de F.oxysporum de F.solani é a morfologia dos
macroconideos. Para o fungo F. solani a identificacdo também ¢é facilitada através da
forma cilindrica e sem curvatura dos macroconideos na sua estrutura como citado nos
estudos de Dariva (2011).

Figura 13: (A) F. solani indicando apresenca de hifas com desenvolvimento de clamiddsporos
terminal e individual; (B) Presenca de macroconideo e microconideos; (C) Microconideos
agrupados em uma cabeca falsa; (D) Medida do comprimento em pm do macroconideo. Todas as
coldnias foram semeadas em placas de meio de cultura B.D.A e fotografadas apds 21 dias de
incubacéo a 25°C com fotoperiodo. Dois Vizinhos, 2019.

Os isolados do género F. oxysporum e F. solani, séo espécies que geralmente séo
encontradas no solo (SMITH et al., 1992). Em outros estudos como o Demichelli (2016)
fungos dos géneros Fusarium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Geotrichum sp .foram
isolados de solos contaminados por uso intensivo do herbicida glifosato. Ja Silvia (2007)
isolou os fungos Serratia marcescens e Penicillium sp. em solo contaminado com o
herbicida 2,4-D. Em solos contaminados com atrazine + zimazine foram selecionados 0s

fungos Aspergillus sp, Penicillium sp e Trichoderma sp (COLLA et al., 2008). Corréa
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(2013) em seus estudos realizados para identificacdo de fungos tolerantes ao herbicida
glifosato identificou espécies como Penicillium sp., Aspergillus sp., e Trichoderma sp.
em amostras de solos da floresta amazénica.

O crescimento da levedura L-1 em meio de cultura BDA apresentou textura
cremosa com coloracédo entre creme-salméo. Fotos de microscopia indicaram a formacéo

de células leveduriformes caracteristica destes fungos (Figura 14).

Figura 14: (A) Coldnia com aparéncia cremosa de coloragéo creme-salmao caracteristico de grupos
leveduriformes; (B) Células ovoides com caracteristicas leveduriformes. A placa foi cultivada em
meio B.D.A e fotografadas 5 dias de incubacédo a 25°C com fotoperiodo. Dois Vizinhos, 2019.

— Confirmacao das espécies de F. oxysporum e F. solani por técnicas de biologia

molecular

A identificacdo dos isolados do género Fusarium foram complementadas através
da amplificacdo e sequenciamento do DNA gendmico da regido do espacgador interno
transcrito (ITS) utilizando iniciadores ITS1 e ITS4 segundo a metodologia descrita por
White et al., (1990). As sequencias obtidas neste trabalho apresentadas na Figura 15
foram comparadas com outras sequéncias armazenadas no banco de dados do GenBank
através da plataforma de ferramenta basica de pesquisa de alinhamento local Blast
(blast.ncbi.nlm.nih.gov). Os iniciadores amplificaram uma regido nucleotidica de 500pb
desta regido que apds sequenciamento e comparacdo de dados, foi possivel obter um
indice de similaridade de 99.26% para F. oxysporum e 95.52% para F. solani (Figura
15A e 15C). De acordo com Young-Mi et al (2000) os iniciadores ITS1/ITS4 possibilitam

a identificacdo de até 12 espécies do género Fusarium incluindo F. solani e F. oxysporum.
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FIGURA 15: Alinhamento e indice de similaridade das sequéncias nucleotidicas obtidas a partir de
iniciadores das regides ITS e do gene codificante para a p-tubulina. (A) Regido ITS de F. oxysporum;
(B) p-tubulina de F. oxysporum; (C) Regido ITS de F. solani e (B) p-tubulina de F. solani. Alinhamento
obtido através da ferrament BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Porém, mesmo sendo uma regido de identificacdo de fungos altamente
conservada, a regido ITS para algumas géneros fungicos apresenta variabilidade no
tamanho e nas sequéncias nucleotidicas o que tem acarretado algumas incertezas quanto
a confiabilidade na identificacdo entre as espécies de Fusarium (BOTELHO et al., 2005).
Para contornar esta situacdo, foi realizado a amplificacdo e sequenciamento de mais de
uma regido génica para a identificacdo (WAALWIJK et al., 1996) sendo proposto a regido
génica que codifica a B-tubulina. Utilizando-se os iniciadores BT2Fd/BT4R foi possivel
identificar um indice de similaridade de 98.50% para o fungo F. oxysporum e 96.59%
para F. solani (Figura 15B e 15D) confirmando os resultados obtidos no sequenciamento

da regido ITS e também nas avaliacbes morfoldgicas.
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— Avaliacdo do crescimento micelial e altera¢Ges morfoldgicas dos isolados

expostos aos herbicidas

Considerando que os herbicidas afetam diretamente o metabolismo de plantas e
consequentemente o estado fisioldgico, este trabalho também avaliou se os herbicidas
2,4-D e Imazapyr® sdo capazes de alterar o crescimento e também as estruturas das células
dos fungos isolados. Desta forma, o crescimento micelial dos isolados fungicos F.
oxysporum e F. solani foi testado em quatros meios diferentes na presenca ou auséncia
dos herbicidas 2,4-D e Imazapyr® na concentragdo de 10mg/L.

O fungo F. oxysporum, obteve uma média de crescimento entre 69-80 mm de
didmetro da colonia apds 7 dias de incubacdo em todos os meios de cultivo (Tabela 8)
ndo apresentando diferenca significativa quanto a presenca ou auséncia do herbicida 2,4-
D (Figura 16). Estudos de Dariva (2011) inoculando F. oxysporum em meio de cultura

observou um crescimento de 63,6mm ap6s 4 dias de incubacdo. Para Mendes et al
(2004), o herbicida 2,4-D ndo influenciou no crescimento micelial em espécies de

Fusarium guando foram expostos ao produto.

Tabela 8: Média e desvio padréo do crescimento micelial do fungo F. oxysporum na presenca do
herbicida 2,4D. Dois Vizinhos, 2019.

Crescimento micelial (medida de didmetro em mm) de F. oxysporum

1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia 6° dia 7° dia

Meio MSM 83+04 219+13 32114 496 +5.7 56.6 +4.5 69.9+0.8 758+ 1.7
Meio MSM + Herbicida 2.4D 8+0.1 20525 32721 446+18 56.9+1.6 63.8+0.9 742+13
Meio Czapek-Dox 8.0 £0.05 18.9+0.7 305+20 413+11 54.7+1.1 66.0+5.4 733+13
Meio Czapek-Dox+ Herbicida 81+0.1 20.1+0.7 309+1.6 413+10 58.2+0.5 675+4.7 746+1.6
24D

Meio B.D.A 11+05 25714 358+44 51924 62.15+0.5 69.6 +2.6 80.8+2.0
Meio B.D.A + Herbicida 2.4 D 116+1.3 20314 33518 43.8+6.8 51.3+8.9 704+0.5 80.2+15
Meio Sabouraud 10.3+£0.7 21714 31+24 438+54 57174 67.4+9.0 75.8+3.7
Meio Sabouraud + herbicida 2.4D 10.3+04 215+0.38 30+04 396+22 503+1.6 58.7+23 69.5+4.0
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Figura 16: Crescimento micelial de F. oxysporum em diferentes meios de cultura na auséncia e presenca do herbicida 2,4D. Dois Vizinhos, 2019.
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O fungo F. solani, obteve uma média de crescimento variando entre 70-76 mm de
didmetro da colonia durante 7 dias de incubacdo em todos os meios (Tabela 9). Ndo houve
uma diferenca significativa também quanto a presenca ou auséncia do herbicida Imazapyr®
(Figura 17). Em meios B.D.A e B.S.A (Batata Sacarose Agar) o fungo desempenha um bom
crescimento micelial (SILVA e TEIXEIRA, 2012). Testes realizados em meio MSM e
Czapeck-Dox com o herbicida glifosato nas concentragdes entre 84,5 mg/L a 253,65 mg/L
indicaram que as espécies F. oxysporum e F. solani, ndo tiveram o crescimento afetado na
presenca do herbicida em meio seletivo apds 180 dias. Porém, em concentracbes mais altas
0 herbicida acabou inibindo o seu crescimento (DEMICHELLI, 2016).

Galvéo et al., (2003) afirmam que o fungo da espécie F. oxysporum tende a apresentar
modificagOes na coloragdo e na velocidade de crescimento em diferentes concentragdes de
herbicida. Porém, neste estudo os resultados foram contraditérios aos apresentados pelo
autor, demonstrando desenvolvimento fungico. Testes com as concentragdes de 0,002, 0,02
e 0,2 mg/g de glifosato, estimularam o crescimento das espécies Mucor hiemalis, F.
oxysporum, Mortierella alpina, Trichoderma harzianum, Sphaerospermum arthrinium,
Cladosporium cladosporioides e Penicillium nigricans (WARDLE e PARKINSON, 1990).
Confirmando as observagdes de Satyaprasad (2006) onde fungos como Aspergillus sp.,
Fusarium sp., Penicillium sp. e Trichoderma sp. foram os que melhor obtiveram crescimento
estimulado quando expostos ao glifosato. O estimulo ou inibicdo do crescimento do fungo
depende muito da linhagem e da concentracdo do herbicida que é testado (CARRILO e
HONRUBIA, 2003).

Tabela 9: Média e desvio padrao do crescimento micelial. Dois Vizinhos, 2019.

Crescimento micelial (diametro em mm) de F.solani

1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia 6° dia 7° dia

Meio MSM 82+03 20305 32+36 48.4 +4.6 60.2+3.9 69.7+25 76.1+2.6
Meio MSM + Herbicida IMAZAPYR® 8+0.0 22+ 0.4 30717 444+1 542+58 68.8 +0.6 741+1.7
Meio Czapek-Dox 8.5+0.2 203+0.6 33.1+09 471+24 57.3%¥1.3 68.5+5.4 76+1.4
Meio Czapek-Dox+ Herbicida 8 £0.05 20404 336+05 445+3.1 58.3+1.0 685+1.8 75.6+2.7
IMAZAPYR®

Meio B.D.A 8.2+0.1 19.3+¥15 32.1+1.9 43.3+0.6 58.9+5.4 68.2+1.9 75.4+0.8
Meio B.D.A + Herbicida IMAZAPYR® 8.2+0.02 16.9+0.2 31.8+1.2 42.15+1.7 47.8+2.8 59.7+£5.3 71.8+6.6
Meio Sabouraud 8.3+0.2 15.7+1.3 27.9+4.6 39.3+53 54+1.3 67.7£5.6 72.7£3.8

Meio Sabouraud + herbicida IMAZAPYR®  8.2+0.2 16.5+1.9 27.1+3.6 41.9+6.0 49.2+3.4 61.7+6.0 70.3x2.1
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Figura 17: Crescimento micelial de F. solani em diferentes meios de cultura na auséncia e presenca do herbicida IMAZAPYR®. Dois Vizinhos, 2019.
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Além disso, o crescimento do fungo € influenciado diretamente pelas
caracteristicas biologicas, fatores bidticos e abidticos e o tipo de enzimas por ele
sintetizadas (MICHEREFF, 2005).

Na Tabela 10 estdo representados os indices de Velocidade de Crescimento
Micelial (IVCM) para os isolados de F. oxysporum e F. solani nos meios testados. N&o
houve diferengas significativas entre as médias testadas pelo teste Mann-Whitney no
tratamento. Em testes de IVCM realizados com o fungo Aspergillus na presenca do
herbicida picloran observou-se que o composto ndo apresentou diferencas em relacdo as
diferentes concentracdes avaliadas (CORREA et a.l, 2017).

Tabela 10: indice de Velocidade de Crescimento Médio (IVCM) dos isolados F. oxysporum e F.
solani na presenca e auséncia dos herbicidas 2,4-D e IMAZAPYR® em diferentes meios de cultura.
Dois Vizinhos, 2019.

IVCM- INDICE DE VELOCIDADE DE CRESCIMENTO MICELIAL

F. oxysporum F. solani

Meio MSM 13a Meio MSM

2.3a
Meio MSM + Herbicida 2,4-D 2.4a Meio MSM + Imazapyr® 1.9a
Meio Czapek-Dox 2.6a Meio Czapek-Dox 2.0a
Meio Czapek-Dox+ Herbicida 2,4-D 3.3a Meio Czapek-Dox + Imazapyr® 2.7a
Meio B.D.A 2.0a Meio B.D.A 3.1a
Meio B.D.A + Herbicida 2,4-D 24a Meio B.D.A + Imazapyr® 1.1a
Meio Sabouraud 2.6a Meio Sabouraud 2.9a
Meio Sabouraud + herbicida 2,4-D 2.1a Meio Sabouraud + Imazapyr® 1l.4a

Meédias seguidas por mesma letra na vertical, ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste
Mann-Whitney.

As observacdes micromorfoldgicas obtidas de meio B.D.A contendo os herbicidas
2,4D e Imazapyr indicaram a presenca tanto para F. oxysporum quanto F. solani de
macroconideos e microconideos. No entanto, houve uma reducdo do numero de
macroconideos e microconideos de F. oxysporum na presenca do herbicida 2,4-D quando
comparado ao grupo controle. Ja para F. solani ndo foi observado diferencas na
quantidade de ambas as estruturas reprodutivas quando expostos ao Imazapyr®
(Tabelall). Nao houve alteragdes na quantidade de esporodoquios para ambos os fungos
avaliados.
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Estudo relatado por Mendes et al., (2004) avaliando espécies de Fusarium quando
exposto ao herbicida 2,4-D verificou que ndo houve diferencas significativas na
esporulacdo. Em outras espécies testadas, tais como Trichoderma spp, a presenca dos
herbicidas carfentrazone-ethyl, thiobencarb + propanil e clomazone induziu maior
producdo de esporos enquanto que com os herbicidas pendimethalin, clomazone e
byspiribac-sodium a producéo dessas estruturas foi baixa (REIS et al., 2013).

O tamanho dos macroconideos e a quantidade dos septos fungicos em ambos 0s
tratamentos tiveram variacGes nos testes. Para o fungo F. oxysporum observou-se a
presenca de 1-3 septos em meio B.D.A e de 0-6 septos em meio B.D.A + herbicida 2,4-
D. O tamanho dos macroconideos em meio B.D.A variou de 13 - 22um e em meio B.D.A
+ 0 herbicida 2,4D foi de 13 -32um diferindo estatisticamente (p< 0.04) (Tabela 12).

Conforme a descricdo de Nelson et al., (1983) os macroconideos de F. oxysporum
apresentam um tamanho variando entre 3-6 a 25-35um contendo em media de 3-5 septos.

Para o fungo F. solani foi observada a presenca de 0-5 septos quando este foi
inoculado somente em meio B.D.A e de 0-4septos nos macroconideos em meio B.D.A +

herbicida Imazapyr®. O tamanho dos macroconideos em meio B.D.A variou entre 23 -
32um e em meio B.D.A + herbicida houve uma variacdo entre 22 —36um. Neste caso,

houve uma variacdo no tamanho e significativa estatisticamente (P < 0,003) (Tabela 12).

Tabela 11: Caracterizacio da Colbnia de isolados fungicos por microcultivo na presenca e auséncia
do herbicida. Dois Vizinhos, 2019.

Fusarium oxysporum Fusarium Solani
Meio B.D.A Meio B.D.A + herbicida 2,4D Meio B.D.A Meio B.D.A + herbicida
IMAZAPYR®
Macroconideo Presente > 50 Presente < 50 Presente < 50 Presente < 50
Microconideo Presente > 50 Presente < 50 Presente > 50 Presente > 50

Esporodoquio Presente<50 Presente <50 Presente <50 Presente <50
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Tabela 12: NUmero de septos em macroconideos na presenca e auséncia dos herbicidas 2,4D e Imazapyr®. Dois Vizinhos, 2019.

F. oxysporum F. solani
Meio B.D.A Meio B.D.A + herbicida 2,4D Meio B.D.A Meio B.D.A + herbicida IMAZAPYR®
Tamanho do macroconideo N° de N° de Tamanho do macroconideo N° de
Amostra N° de Septo Tamanho do macroconideo (pm) Tamanho do macroconideo (um)
(um) Septo Septo (um) Septo
1 3 17a 0 18b 4 242 4 30b
2 1 19a 1 13b 5 202 2 22b
3 2 14a 1 18b 1 262 0 34b
4 1 22a 1 19b 0 252 2 36b
5 1 13a 6 20b 1 222 0 33b
6 1 14a 1 33b 3 23 0 31b
7 1 14a 0 32b 0 282 3 29
8 1 17a 1 17b 4 322 2 30b
9 1 1l4a 0 20b 2 262 4 33b
10 1 17a 1 18b 2 242 0 31b
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6.5-Atividade enzimética de F. oxysporum e F. solani

Além das observag6es quanto a alteracdes morfolégicas causadas pelos herbicidas
2,4-D e Imazapyr®, também foi avaliado a capacidade desses herbicidas em alterar o
metabolismo enzimatico basico dos fungos avaliados. Desta forma, foram analisados 0s
efeitos dos herbicidas quanto a producéo de amilase, protease, celulase e esterase.

O fungo F. oxysporum apresentou atividade enzimatica para todos os substratos
avaliados, obtendo-se um Indice de Atividade Enzimética (IAE) para todas as enzimas
avaliadas. Os resultados n&o indicaram uma redugéo significativa na producéo de enzimas
quando o mesmo fungo foi semeado e incubado em meio MSM + o herbicida 2,4-D,
exceto para a producdo de esterase onde a relagdo Halo/Colonia (H/C) foi 0.28 e 0.37
para 0 meio MSM + substrato e meio MSM + substrato + 2,4-D respectivamente. Isto
sugere que 0 2,4-D induz a um aumento da producao de esterases em F. oxysporum.

A atividade enzimatica também foi observada em F. solani, no entanto, observou-
se um aumento da degradacdo de amido e celulose o fungo foi inoculado na presenca do
meio MSM contendo Imazapyr® com relagido H/C de 0.24 para 0.39 e 0.13 para 0.21
respectivamente para amilase e celulase. Ja o indice que identifica a producao de protease
foi reduzido quando o fungo cresceu na presenca deste herbicida, tendo valores de relacéo
H/C de 0.31 para 0.13 (Tabelal4).

Estudos apontam que tanto a atividade amilolitica (LINK e ONOFRE, 2010)
quanto a proteolitica (RODARTE et al., 2011) sdo realizadas por espécies de fungos
presentes no solo como Fusarium e Penicillium (OLIVIERI et al., 2004). De acordo com
estudos de Sannino e Gianfreda (2001) e Weaver et al., (2007) o glifosato ndo é capaz de
afetar a atividade enzimatica do solo e da comunidade microbiana quando aplicado em
baixa quantidade. No caso do Fusarium a quantidade de enzima extracelular que é
produzida varia de espécie para espécie de Fusarium (MAIA et al., 2001). Segundo
Shihata et al. (1995) espécies como F. oxysporum, F. solani e F. moniliforme séo
adequadas para a producdo in vitro e in vivo de enzimas como celulase, pectinase, amilase

e proteases



Tabela 13: Média da atividade enzimatica de F. oxysporum em meio MSM contendo ou néo o herbicida 2,4-D. Dois Vizinhos, 2019.
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. UXYSPOTUITT
Crescimento Micelial (mm) Halo (mm) Relacéo halo e col6nia (H/C)
MSM + substrato MSM + substrato com Herbicida MSM + substrato MSM + substrato com MSM + substrato MSM + substrato com
2,4D Herbicida 2,4D Herbicida 2,4D
Amilase 50 50 24.3 22 0.48 0,43
Protease 61 63 24.4 26.1 0.40 0.41
Celulase 49 52 10.9 13.6 0.22 0.26
Esterase 42 56 15.5 21.0 0.28 0.37
Tabela 14: Média da atividade enzimatica de F. solani em meio MSM contendo ou n&o o herbicida Imazapyr®. Dois Vizinhos, 2019.
Fsotant
Crescimento Micelial (mm) Halo (mm) Relacéo halo e col6nia (H/C)
MSM + substrato MSM + substrato com MSM + substrato MSM + substrato com MSM + substrato MSM + substrato com
Herbicida IMAZAPYR® Herbicida IMAZAPYR® Herbicida IMAZAPYR®
Amilase 33 48 12.7 18.9 0.24 0.39
Protease 70.13 53.5 37.9 17.0 0.31 0.13
Celulase 45.2 49.4 6 105 0.13 0.21
Esterase 35.7 33.7 13.2 13.8 0.24 0.27
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6.6- Avaliacdo da degradacéo dos herbicidas 2,4-D e Imazapyr® pelos fungos F.

oxysporum, F. solani e a levedura L-1 utilizando a técnica de HPLC

Os resultados das andlises por cromatografia liquida de alto desempenho (Figura
18) demonstraram que o fungo F. oxysporum promoveu a degradacéo do 2,4-D de 11% e
18% nos meios de cultura MSM e Czapeck Dox respectivamente ap6s 15 dias de
incubagdo (Tabela 15). Segundo Vroumsia et al., (1996) as condicGes dos meios de
cultura acabam interferindo no processo de biodegradacdo em diferentes linhagens de
fungos. Yadav e Reddy (1993) demonstraram que o fungo Phanerochaete chrysosporium
foi capaz de degradar e mineralizar o 2,4-D em maior quantidade quando o herbicida
estava em meio de cultura rico em nutriente. Segundo os autores a melhor eficiéncia de
degradacdo em meio rico justifica-se pela maior quantidade de carbono e nitrogénio no
meio. Porém, é possivel que meios de cultura com baixa quantidade de nitrogénio possam
atuar como indutores de enzimas que degradam o 2,4-D, como foi observado em

experimentos conduzidos por Vroumsia et al., (2005).

Tabela 15: Resultados da degradacao dos herbicidas em mg/mL. Dois Vizinhos, 2019.

Levedura L-1 F. oxysporum F. solani
Dias 2,4-D Imazapyr®® 2,4-D Imazapyr®®
MSM Czapek MSM Czapek MSM Czapek MSM Czapek Dox
Dox Dox Dox
0 0,0022 0,0020 0,006 - 0,0018 0,0027 0,004 0,005
05 0,0109 - 0,008 - 0,0017 0,0026 0,004 0,005
10 0,0113 0,0019 0,013 - 0,0017 0,0023 0,004 0,005
15 - 0,0013 0,046 - 0,0016 0,0022 0,004 0,005

O fungo F. solani isolado a partir do meio MSM + Imazapyr® praticamente ndo
degradou o herbicida ap6s os 15 dias de incubacdo. O desenvolvimento inicial e
sobrevivéncia deste fungo neste meio provavelmente estdo relacionados com reservas
internas dos esporos, incluindo lipideos e polissacarideos, principalmente glicogénio
(SEONG, K et a.l., 2008). Os resultados do isolado F. oxysporum é compativel com
aqueles descritos na literatura, Fornier e Catroux (1980) observaram que um isolado de

F. oxysporum foi capaz de biotransformar o 2,4-D entre 10-15%, ja Vroumsia e
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colaboradores obtiveram uma linhagem desta espécie que foi inativa para a degradacao
deste composto, no entanto, o isolado F. solani foi capaz de degradar 0 2,4D em 17%.

A levedura L-1 isolada de um meio MSM contendo Imazapyr®, demonstrou um
resultado atipico, ou seja, quanto mais tempo de incubacdo, maior foi a area no
cromatograma correspondente ao herbicida. Isto foi observado com a levedura no meio
MSM com 2,4-D e Imazapyr®. No entanto, quando este fungo foi inoculado em meio
Czapeck Dox, observou-se o oposto, ou seja, houve redugdo correspondente a
concentragdo de 2,4-D. E provavel que este microrganismos esteja biotransformando ou
mineralizando os herbicidas em intermediarios que continuam sendo detectados na

mesma regido que seus compostos integros.

1] Herbicida 220319 #10 mix pd 0,05 mg/mL UV_VIS_2 WVL:230 nm

il - 2.4-D - 24 507

250
1 1 - IMAZAPYR - 8,424

2

Absorbance [mAU)
=

] , 2- wm
04 T T
-50 r T T T T = T = T = = = T = = = T = = T 1
0.0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
Time [min]

Figura 18: Cromatograma dos padrdes quimicos dos herbicidas utilizados neste trabalho 2,4-D e
Imazapyr® na concentragdo de 0,05mg/mL.
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7- CONCLUSAO

e A coleta de amostras de solo em uma regido com histdrico de uso de herbicidas
possibilitou o isolamento de dois fungos filamentosos que se desenvolveram na

presenca dos herbicidas 2,4-D e Imazapyr® como Unica fonte de carbono.

e Andlises morfoldgicas e moleculares identificaram os dois fungos filamentosos
como F. oxysporum (isolado em meio contendo 2,4-D) e F. solani (em meio com

Imazapyr®).

e Ambos herbicidas ndo afetaram o crescimento micelial e as caracteristicas
morfologicas dos fungos isolados nas concentragcfes testadas, porém, o 2,4-D
reduziu a quantidade de macroconideos em F. oxysporum e aumentou a producao
de esterases. Ja o Imazapyr® aumentou a producéo das enzimas amilase e celulase

e reduziu a producdo de protease em F. solani.

e Andlises cromatogréaficas indicaram que o fungo F. oxysporum promoveu a
degradacédo do 2,4-D de 11% e 18% nos meios de cultura MSM e Czapeck Dox
respectivamente apds 15 dias de incubacdo. Isto sugere que o tipo de meio de

cultura pode interferir na atividade de degradacéo do fungo.

e A levedura isolada L-1 promoveu alteracGes cromatograficas significativas em
ambos herbicidas, sugerindo que esta pode estar modificando as estruturas dos
herbicidas aumento a biodisponibilidade, a confirmacdo deste fato necessita de

mais estudos.
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