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RESUMO

Os herbicidas podem prejudicar os componentes da biota do agroecossistema, contaminar o
meio ambiente e tornar o solo degradado e improdutivo, logo a descontaminacdo se faz
necessaria. A biorremediacdo é um processo que utiliza organismo vivos para degradar, reduzir
ou remover contaminantes de uma matriz ambiental, como o solo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a biorremediacdo de solos contaminados com atrazina, glifosato e pendimetalina por
consorcios fungicos isolados de solos agricolas, nos processos de biorremediacdo em
microcosmos. Fungos filamentosos foram isolados de solos agricolas e cultivados em meio de
cultura KATAYAMA contaminado com 0, 10, 20, 50 e 100 pug mL™* dos herbicidas por 14 dias.
Os fungos que mostraram-se resistentes foram plagueados em meio de cultura sabouraud
dextrose 4% contaminado com 0, 10, 20, 50 e 100 pug mL* dos herbicidas e incubadas por sete
dias a 28°C para analise do crescimento micelial. A atividade de biodegradagdo dos fungos
resistentes foi avaliada em microcosmos, isoladamente e em consoércio, atraves da respiracao
microbiana (mg de CO2). Os microcosmos consistiram em potes fechados contendo solo, 0 e
50 pg mL* dos herbicidas e fungos resistentes. Em seguida, raizes de Allium cepa foram
expostas, por 24 horas, aos elutriados dos solos tratados nos microcosmos. As raizes foram
coletadas e analisadas para determinacdo da mutagenicidade no ciclo celular, desta forma os
residuos dos herbicidas, apds o processo de biodegradacdo, foram detectados. Os resultados do
experimento foram submetidos a Anova, teste de Tukey e teste de Fischer com p<0,05% para
comparacdo de médias. Os fungos Aspergillus fumigatus, Fusarium verticillioides e Penicillium
citrinum mostram-se resistentes e aptos a degradacdo dos herbicidas estudados. Fusarium
verticillioides apresenta maior média de crescimento micelial em meio de cultura contaminado
com atrazina, nas concentra¢des 10 e 20 pg mL, e glifosato, na concentracéo 10 pug mLt. Em
meio de cultura contaminado com pendimetalina Fusarium vercitillioides e Aspergillus
fumigatus apresentam as maiores médias de crescimento micelial na concentragdo 10 pg mL™.
Nos experimentos em microcosmos, 0s consdrcios Fusarium verticillioides - Aspergillus
fumigatus, Fusarium verticillioides - Penicillium citrinum e Aspergillus fumigatus - Penicillium
citrinum apresentam capacidade de metabolizar o herbicida atrazina, contudo Aspergillus
fumigatus - Penicillium citrinum mostra maior eficiéncia. Nos microcosmos contaminados com
glifosato e pendimetalina, Aspergillus fumigatus - Penicillium citrinum apresenta inibi¢do de
crescimento. No teste de genotoxicidade, observa-se atraso no indice mitdtico das células de
Allium cepa expostas ao elutriato de solo contaminado com atrazina e pendimentalina na
concentragdo 50 pug mL1, apds o experimento em microcosmos. As células expostas ao elutriato
de solo contaminado com glifosato na concentracdo 50 pug mL* e tratado com o consorcio
Aspergillus fumigatus - Penicillium citrinum n&o apresentam atraso no indice mitético. Foram
encontradas apenas divisdo celular desorganizada na fase metafase das células expostas aos
elutriatos de solo na concentragdo 50 pg mL dos trés herbicidas. As alteragdes ocorridas foram
consideradas baixas, indicando que ha degradacao de parte dos herbicidas.

Palavras-chave: Biorremediac&o. Fungos. Solos Agricolas. Agrotoxicos.
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ABSTRACT

The herbicides can harm the components of the agroecosystems biota, contaminate the
environment and render the soil degraded and unproductive, so decontamination is necessary.
Bioremediation is a process that uses living organisms to degrade, reduce or remove
contaminants from an environmental matrix, such as soil. The objective of this work was to
evaluate the bioremediation of soils contaminated with atrazine, glyphosate and pendimethalin
by fungal consortia isolated from agricultural soils in bioremediation processes in microcosms.
Filamentous fungi were isolated from agricultural soils and cultured in KATAYAMA culture
medium contaminated with 0, 10, 20, 50 and 100 ug mL! of the herbicides for 14 days. The
resistant fungi were inoculated in a 4% sabouraud dextrose culture medium contaminated with
0, 10, 20, 50 and 100 ug mL* of the herbicides and incubated for seven days at 28°C for analysis
of mycelial growth. The activity of biodegradation of resistant fungi was evaluated in
microcosms, alone and in consortium, through microbial respiration (mg of CO,). The
microcosms consisted of closed pots containing soil, 0 and 50 pg mL* of herbicides and
resistant fungi. Then, Allium cepa roots were exposed for 24 hours to the elutriates of the treated
soils in the microcosms. The roots were collected and analyzed for mutagenicity in the cell
cycle, in this way the residues of the herbicides, after the biodegradation, process were
detected. The results of the experiment were submitted to Anova, Tukey test and Fischer test
with p<0.05% for means comparison. The fungi Aspergillus fumigatus, Fusarium verticillioides
and Penicillium citrinum are shown resistant and capable of degradation of the studied
herbicides. Fusarium verticillioides presented a higher mean of mycelial growth in culture
medium contaminated with atrazine, in the concentrations 10 and 20 ug mLt, and glyphosate
in the concentration 10 ug mL™L. In culture medium contaminated with pendimethalin Fusarium
verticillioides and Aspergillus fumigatus present the highest averages of mycelial growth in the
concentration 10 pg mL. In the microcosm experiments, the consortia Fusarium verticillioides
- Aspergillus fumigatus, Fusarium verticillioides - Penicillium citrinum and Aspergillus
fumigatus - Penicillium citrinum are shown able to metabolize the herbicide atrazine. However,
Aspergillus fumigatus - Penicillium citrinum show higher efficiency. In the microcosms
contaminated with glyphosate and pendimethalin, Aspergillus fumigatus - Penicillium citrinum
shows inhibition of growth. In the genotoxicity test was observed delay in mitotic index of
Allium cepa cells exposed to soil elutriate contaminated with atrazine and pendimentalin at
50 pg mL* concentration after the microcosm experiment. The cells exposed to soil elutriate
contaminated with glyphosate at a concentration of 50 pg mL* and treated with the consortium
Aspergillus fumigatus - Penicillium citrinum show no delay in the mitotic index. Were found
only disorganized cell division in the metaphase phase of the cells exposed to the soil elutriates
at the concentration 50 pg mL* of the three herbicides. The alteration occurred were considered
low, indicating that there is degradation of part of the herbicides.

Keywords: Bioremediation. Fungi. Agricultural soils. Pesticides
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1 INTRODUCAO

Os herbicidas sdo os agrotéxicos com maior quantidade de aplicagdo nos sistemas de
producdo vegetal, anualmente sdo usados no mundo aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas
de agrotdxicos, ja no Brasil, o consumo anual tem sido superior a 300 mil toneladas
(SPADOTTO e GOMES, 2019). O alto consumo se baseia nas melhorias que esses produtos
apresentam, como a diminuicdo de doencas, pragas e plantas invasora, além de aumentar a
eficiéncia econdmica no processo produtivo.

Apesar dos beneficios, esses produtos tém o solo como alvo final, podendo causar
impactos negativos como intoxicacdo aos cultivos em sucessdo; degradacdo da matéria
organica; eutrofizacdo de aguas superficiais e subterraneas; perda de fungdes essenciais como,
ciclagem de nutrientes e poder tampdo ambiental. Além da reducdo da microbiota e da
biodiversidade (MORENO-MATEQOS et al., 2015).

Para restaurar solos que se tornaram poluidos e improdutivos por adi¢do de substancias
toxicas, é necessario a remocdo do contaminante da area. O procedimento para remediacdo de
areas contaminadas € lento e esta relacionado a capacidade de restabelecimento do solo a um
nivel que permita o desenvolvimento de espécies vegetais e da atividade microbiana (MENDES
FILHO et al., 2010).

Dentre as tecnologias disponiveis para combater esse problema e acelerar a
descontaminagdo de solos, destaca-se a biorremediacéo, que consiste na utilizacdo de agentes
bioldgicos, como plantas, bactérias, algas e fungos, que possuem a capacidade de modificar ou
decompor poluentes em substancias inertes como CO2 e H,O, proporcionado a intregacado
dessas moléculas nos ciclos biogeoquimicos, e consequentemente a descontaminacdo
(JACQUES et al., 2010).

Essa biotecnologia, apresenta menor custo e maior eficiéncia na remocdo dos
contaminantes do que as técnicas fisicas e quimicas, sendo atualmente utilizada em escala
comercial no tratamento de diversos residuos e na remediacdo de &reas degradadas
(BAMFORTH e SINGLETON, 2005).

Acelerar a degradacéo dos herbicidas, torna o solo apto a receber culturas subsequentes
em menos tempo, além de descontamina-lo, otimizando a capacidade de um sistema agricola
produzir alimentos e fibras de forma mais sustentavel, alinhando o aumento da produtividade

ao longo dos anos com enfoque preservacionista (PROCOPIO et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a biorremediacdo de solos contaminados com

atrazina, glifosato e pendimetalina por consoércios fungicos isolados de solos agricolas, nos

processos de biodegradagao em microcosmos.

2.2 Objetivos Especificos

Isolar fungos de solos contaminados por herbicidas;

Avaliar o crescimento fungico em meio de cultura contaminado com os herbicidas
atrazina, glifosato e pendimetalina;

Estudar a biodegradacdo dos herbicidas atrazina, glifosato e pendimetalina por
consorcios fungicos em microcosmos; e

Realizar a avaliacdo genotoxicologica dos residuos de biodegradacdo em raizes de

Allium cepa.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Agrotoxicos

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) caracteriza agrotdxicos como compostos
quimicos utilizados para eliminar pragas, incluindo insetos, roedores, fungos e ervas daninhas.
(WHO, 2018). Apos a Segunda Guerra Mundial, esses compostos quimicos foram incluidos no
pacote tecnoldgico da Revolugdo Verde, com o objetivo de expandir a produgdo agricola e
diminuir a fome (VIERO et al., 2016).

No Brasil, os agrotoxicos apareceram nas décadas de 60 e 70, como solucdo para o
controle das pragas que atingiam lavouras e rebanhos (PERES et al., 2003). Desde 2008, o pais
ocupa o primeiro lugar na comercializagdo mundial e s&o autorizados 511 ingredientes ativos
de agrotdxicos registrados (CARNEIRO et al., 2012). Em 2017, a agricultura brasileira utilizou
540 mil toneladas de ingredientes ativos (MAPA, 2019).

O registro e controle desses produtos no pais é realizado por trés 6rgdos federais que
atuam em conjunto. O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), é responsavel pela avaliagdo do impacto sobre o ambiente e seres vivos;
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece os parametros toxicolégicos
dos ingredientes ativos e classificacao toxicoldgica dos produtos formulados e o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), avalia a eficiéncia agrondmica e aprova 0s
rétulos dos produtos, as competéncias de cada 6rgdo é definida pelo Decreto n° 4.074 de 04 de
janeiro de 2002 (BRASIL, 2002).

Os agrotoxicos apresentam diferentes modos de acédo e toxidade, sendo dividido em trés
grandes classes: inseticidas, fungicidas, herbicidas, rodenticidas, moluscicidas e acaricidas.
Podem ser divididos em dois grupos principais: ndo-sistémicos e sistémicos (SILVA et al.,
2004). A classificacdo toxicologica desses produtos, apresentada na Tabela 1, baseia-se na
avaliacdo do ingrediente ativo, que deve ser aprovado pelos 6rgaos competentes e comprovada

a auséncia de reagdo quimica entre os componentes da formula.

Tabela 1. Classificagdo toxicoldgica dos agrotdxicos

Classe Toxidade Cor
I Extremamente toxico Vermelho
I Altamente toxico Amarelo
Il Moderadamente tdxico Azul
v Pouco toxico Verde

Fonte: BRASIL (1992)
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A classificagdo do potencial de periculosidade ambiental baseia-se nos parametros de
bioacumulagdo, persisténcia, transporte, toxicidade a diversos organismos, potencial

mutageénico, teratogénico e carcinogénico, obedecendo a classificagdo apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo do potencial de periculosidade ambiental
Classe Grau
I Altamente perigoso
I Muito perigoso
Il Perigoso

v Pouco perigoso
Fonte: IBAMA (1996)

Os agrotoxicos apresentam caracteristicas que influenciam diretamente no seu
comportamento no solo, podendo ser hidrofébicos e hidrofilicos; catibnicos e anidnicos;
acidicos e basicos; polares e ndo polares, volateis e ndo volateis; persistentes e ndo persistentes
(OLIVEIRA JR. e REGITANO, 2009). De acordo com o IBAMA (1990), a classificacdo
quanto a persisténcia, que é o periodo no qual um agrotdxico permanece inalterado, é dada pela
porcentagem de desprendimento de CO, em 28 dias (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo dos agrotdxicos quanto a persisténcia

Porcentagem Persisténcia
0al% Persisténcia alta (meia-vida acima de 180 dias)
1a10% Persisténcia média (meia-vida entre 90 e 180 dias)
10 25% Persisténcia reduzida (meia-vida entre 30 e 90 dias)
Acima de 25% Né&o persistente (meia-vida abaixo de 30 dias)

Fonte: IBAMA (1990)

Os residuos dos agrotoxicos podem interagir com as fases solidas, liquidas e gasosas do
solo e com a microbiota. Os principais processos sao a retencao, que afeta a disponibilidade de
agrotoxicos na solucdo do solo; a transformacdo, que dita a sua persisténcia no local e o
transporte, que se refere ao seu local de depdsito no ambiente (OLIVEIRA JR. e REGITANO,
2009).

A retencdo é a habilidade do solo em reter uma molécula organica, evitando que ela se
mova para dentro ou para fora da matriz do solo, controlando processos de transformacéao
quimica, bioldgica e a volatilizacdo do agrotoxico para atmosfera e para meio aquatico
superficial e subterraneo. Do ponto de vista toxicoldgico a retencdo causa a diminuicdo do
material disponivel para interagir com a biota, reducéo na toxidez e imobilizacdo do composto,

reduzindo sua lixiviagdo e transporte no meio (GEVAO et al., 2000).
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A sorcdo é o processo de retencdo geral, sem distingdo entre 0s processos especificos,
tais como, adsorcao, absorcao, particdo e precipitacdo. No entanto, a retencéo e particdo séo os
principais processos envolvidos na sor¢ao de pesticidas. O termo adsorcéo refere-se ao acimulo
da molécula organica a superficie de um solido por forcas de atracdo quimica ou fisica. A
particdo é a retencdo em que 0 soluto penetra na estrutura dos componentes, principalmente na
materia organica, por dissolucdo (KOSKINEN e HARPER, 1990).

A liberacdo das moléculas de agrotoxicos sorvidas as superficies das particulas de solo
para a solucdo denomina-se dessor¢cdo. Em alguns casos, a sor¢do é completamente reversivel,
em outras apenas parte do agrotoxico sorvido retorna a solucdo do solo (OLIVEIRA JR. e
REGITANO, 2009).

Os processos de transformacdo abrangem a persisténcia, a fotolise, a degradacéao
quimica e biol6gica do agrotdxico no solo. A persisténcia é medida pela meia-vida (ti2) do
composto, que é resultado da auséncia de processos que modificam a estrutura quimica dos
compostos e promovem sua dissipacdo e € dependente de fatores relacionados as propriedades
quimicas e fisicas do solo, da atividade microbiana, do ambiente edafico e do manejo
(OLIVEIRA JR. e REGITANO, 2009).

A fotdlise é a degradacdo de uma molécula pela radiacdo solar. As moléculas dos
agrotoxicos absorvem comprimento de luz especifico, que causa a excitacdo de elétrons,
resultando na quebra ou na formacdo de ligagdes quimica. Apenas 0s agrotdxicos que se
encontram na superficie do solo sofrem fotodecomposicéo, uma vez que a penetracdo de luz
ultravioleta (UV) no solo é bastante limitada (OLIVEIRA JR. e REGITANO, 2009).

A degradacdo quimica pode ocorrer por meio de diversas reacdes, principalmente
oxidacao, reducdo e hidrélise. Em geral, temperaturas elevadas e boa umidade do solo facilitam
as reacOes quimicas. Além disso, valores extremos de pH podem resultar no aumento da
hidrdlise dos agrotdxicos. Pesquisas apontam que a hidrolise quimica seja o principal fator de
degradacéo das triazinas simétricas por meio da eliminacdo do &tomo de cloro da molécula de
triazina (APPLEBY e DAWSON, 1994).

A transformacdo bioldgica de um composto quimico, também chamado de
biodegradagdo, envolve mudangas estruturais na molécula e mecanismos como oxidacéo,
reducdo ou perda de um grupo funcional. A presenca de certos grupos polarizados nas
moléculas dos agrotdxicos proporciona pontos de ataque ao organismo, tais como OH, NHR,
COOR e NR. As bactérias e os fungos sdo os principais microrganismos responsaveis pela
degradacdo bioldgica dos agrotdxicos do solo (OLIVEIRA JR e REGITANO, 2009).
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Os processos de transporte abrangem o escoamento superficial, a volatilizagéo,
lixiviacdo e a absorcdo de agrotoxicos pelas plantas. O movimento dos agrotdxicos na superficie
do solo de éareas tratadas para areas ndo tratadas, apds chuvas pesadas, € chamado de
escoamento superficial e pode ser influenciado por préaticas culturais, tais como o sistema de
plantio adotado, manejo de residuos, incorporacao, época dos primeiros eventos de precipitacéo
pluvial apds a aplicacédo e pelo potencial de erosdo do solo em questdo (GHIDEY et al., 2005).

A volatilizacdo é o processo pelo qual as moléculas dos agrotoxicos passam do estado
liquido para a forma de vapor, podendo se perder para a atmosfera. Quanto menor a volatilidade,
e quanto menor pressao de vapor, menor sera a evaporacgao dos agrotoxicos e menores as perdas.
Os agrotoxicos que sdo considerados ndo-volateis, quando expostos a atmosfera por longos
periodos de tempo, podem volatilizar (SANTOS, 2009).

O potencial de volatilizacdo de um agrotoxico pode ser estimado pelas propriedades
quimicas do produto, como estrutura, peso molecular e pressdo de vapor. Os fatores que
influenciam a volatilizacdo sdo a elevacdo da temperatura e aumento da umidade do solo, mas
alternativas como a incorporacéo de herbicidas ao solo e a formulac¢do do produto pode reduzir
as perdas (OLIVEIRA JR. e REGITANO, 2009).

A lixiviacdo constitui um dos principais processos de dissipacdo dos agrotoxicos no
solo, exercendo influéncia direta sobre o controle das plantas daninhas, a persisténcia e o risco
de contaminacdo ambiental (FERRI et al., 2003). As propriedades intrinsecas dos agrotoxicos,
dos solos e do clima influenciam a lixiviacdo, sendo mais suscetiveis aqueles com elevada
solubilidade em agua e fraca sor¢do ao solo. Para ser lixiviado o agrotoxico deve estar na
solucdo do solo ou adsorvido a pequenas particulas, como argilas, &cido fulvicos e himicos de
baixo peso molecular, aminoacidos, peptideos e acucares (OLIVEIRA, 2001).

A tendéncia dos agrotoxicos a lixiviacédo é diretamente relacionada com seu potencial
de adsorcdo, pois moléculas que tém forte interacdo dificilmente se submetem ao sentido
descendente do perfil. A movimentacdo da agua podera favorecer a lixiviagdo, que se realiza
com maior rapidez em solo arenoso com quantidade reduzida de argila e matéria organica
(SANTOS, 2009).

As plantas sdo responsaveis pelo processo de absorcdo, porém participam de forma
limitada na remocao de agrot6xicos no solo, no campo as plantas absorvem de 2 a 5% do total
aplicado e ainda depende da densidade de plantas, das espécies e volumo de solo (OLIVEIRA
JR. e REGITANO, 2009).
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3.2 Atrazina

A atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina) (Figura 1) é um
herbicida sistémico, seletivo, pré e pds-emergente, importante representante do grupo das
triazinas. Tem sido utilizada no controle anual de plantas daninhas em grande variedade de
culturas, incluindo as de milho e cana-de-acucar. Devido ao uso intenso, baixa reatividade e
solubilidade, € comumente detectado no monitoramento de solos e &guas subterréneas
(COUTINHO et al., 2005). E um produto com classificagio toxicoldgica Ill, sendo

medianamente tdxico e, periculosidade ambiental Il, muito perigoso ao meio ambiente.

Figura 1. Estrutura quimica da atrazina
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Fonte: OLIVEIRA JR. e REGITANO (2009)

Possui massa molecular de 215,7 g mol%, é considerada uma base fraca (pKa 1,7) e seu
grau de volatilizacdo igual a 0,039 mPa a 20°C. Apresenta baixa solubilidade em agua
(35 mg L't a 20°C), que esta vinculada a sua baixa polaridade (UH, 2018). As propriedades da
atrazina resultam em moderada mobilidade e persisténcia mediana (meia-vida de 60 dias),
contribuindo para a acumulacdo a niveis contaminantes tanto na superficie como em
profundidade nos solos e, aguas superficiais e subterraneas (PROSEN, 2012).

A transformacéo da atrazina, resulta principalmente da atuacdo de microrganismos. A
partir de meados da década de 1990, bactérias capazes de degradar a atrazina parcial ou
completamente, vém sendo identificadas, entre estes Arthrobacter sp., Agrobacterium sp.,
Nocardioides sp., Pseudomonas sp. (VIEGAS et al., 2012; UDIKOVIC-KOLIC et al., 2012).
Pesquisas destacam a importancia de investigacdes acerca do potencial de comunidades e/ou
consorcios microbianos na degradacédo da atrazina (ZHANG et al., 2012).

Alguns microrganismos degradam a atrazina por reac¢oes de N-desalquilacdo, em que
grupos alquilicos ligados ao dtomo de nitrogénio em anel, em aminas, carbamatos ou amidas
sdo removidos por oxidacdo pela conversdao em aldeido, produzindo desetilatrazina (DEA) e
desisopropilatrazina (DIA). Estes produtos de degradacdo podem ainda sofrer nova

desalquilacdo para serem convertidos em desisopropildesetilatrazina (ELLIS et al., 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=12519997&dopt=Citation
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Os produtos de desalquilacdo (DIA e DEA), tal como a atrazina, funcionam como
desreguladores hormonais (OH et al., 2003), podendo ainda oferecer um maior risco de
contaminac&o das aguas do subsolo, devido a sua mobilidade (THURMAN et al., 1994). Desta
forma, a mineralizacdo de atrazina € importante na biorremediacdo de solos comprometidos
com este herbicida.

Quando aplicada por muitos anos, a atrazina e seus residuos se acumulam nos solos
agricolas, podendo ser mobilizada através de ciclos entre periodos secos e itmidos, sendo entdo
lixiviada. Portanto, considerando as elevadas quantidades aplicadas anualmente, juntamente
com pesquisas que demonstram sua elevada persisténcia nos solos, a atrazina representa
potencial ameaca ao ambiente (JABLONOWSKI et al., 2009)

3.3 Glifosato

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] (Figura 2) € um herbicida sistémico, pés-
emergente e dessecante altamente efetivo, ndo seletivo e largamente utilizado na agricultura
mundial, sua utilizacdo ocorre principalmente no controle de plantas daninhas anuais
(SHANER, 2009). E classificado como medianamente toxico (classe II) e perigoso ao meio

ambiente (classe I1I).

Figura 2. Estrutura quimica do glifosato
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Fonte. OLIVEIRA JR. e REGITANO (2009)

Possui peso molecular igual a 169,1 g mol* e é considerado um é&cido forte com pKa
2,34. Apresenta baixa volatilidade com valor de 0,0131 mPa (20°C) e alta solubilidade em agua
(10500 mg Lt a20°C) (UH, 2018). Apo6s a aplicacéo do glifosato, parte do produto é absorvida,
ficando nas plantas daninhas, e parte € encaminhado para o solo, onde é biodegradado por
organismos heterotroficos (ANDREA et al., 2003).

O glifosato apresenta alta capacidade de adsorcdo através da troca de ligantes com o0s
Oxidos de ferro e aluminio e pontes de hidrogénio formadas com as substancias hdmicas
presentes no solo. A adsor¢édo reduz a concentracdo dos herbicidas na fracdo solubilizada do
solo, diminuindo sua a¢do potencial, uma vez adsorvido, o glifosato pode ficar como residuo

ligado permanecendo no ambiente até sua completa mineralizagdo. A meia-vida do glifosato no


http://jhs.pharm.or.jp/49%281%29/49_65.htm
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solo € de 47 dias (medianamente persistente), mas pode varia de menos de uma semana até
alguns meses, dependendo dos teores de argila e matéria organica e do nivel de atividade
microbiana (TONI et al., 2006).

A atividade microbiana é um fator importante que determina a presenca de glifosato no
solo, os microrganismos o utilizam como fonte de energia, fosforo e carbono, sendo esses 0s
principais responsaveis pela sua degradacdo. Aproximadamente 50% da molécula original pode
ser metabolizada em 28 dias, por essa razdo, produtos da degradacdo do glifosato tém sido
identificados, como o &cido aminometilfosfonico (AMPA) e a sarcosina como metabélito
intermediario (MATTOS et al., 2010).

A rota de degradacgéo do glifosato por microrganismos, envolve a acdo de enzimas como
as oxidorredutases e transaminases e do &cido glioxilico que clivam a molécula do glifosato em
ligagBes diferentes daquela existente entre carbono e fésforo, podendo ocorrer em condigdes
aerobicas e anaerdbicas no perfil do solo (VEIGA et al., 2001; TEJADA, 2009). O efeito do
glifosato sobre a comunidade microbiana do solo tem demonstrado um incremento da atividade

microbioldgica, principalmente em fungos (ARAUJO et al., 2003).

3.4 Pendimetalina

A pendimetalina [N-1-(etil propil)-2,6-dinitro-3,4-metil-toluidina] (Figura 3) é um
herbicida de acdo ndo-sistémica, pertencente ao grupo quimico das dinitroanilinas (herbicidas
amarelos), seletivo, pré e pds-emergente, utilizada no controle anual da maioria das gramineas
e de ervas daninhas de folhas largas em culturas de milho, batata, arroz, algod&o, soja, tabaco,
amendoim e girassol (COUTINHO et al., 2005).

Apresenta massa molecular de 283,31 g mol, é um acido forte com pKa 2,8, tem baixa
volatilizada (3,34 mPa a 20°C) e sua solubilidade em agua é de 0,33 mg L a 20°C. A
pendimetalina possui meia-vida de 44 dias, sendo considerado medianamente persistente (UH,
2018). E classificado como medianamente toxico (classificacdo I11) e muito perigoso para o

meio ambiente (periculosidade ambiental I1).

Figura 3. Estrutura quimica da pendimetalina
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Fonte: OLIVEIRA JR. e REGITANO (2009)
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Apos a aplicacdo deste herbicida no solo, pode haver a dissipacdo através da evaporacgao,
lixiviagcdo e escoamento superficial. A pendimetalina apresenta baixa capacidade de adsorc¢éo,
0 que a torna mais mével no ambiente, em aguas subterraneas como em aguas de superficie, a
sua presenca ja foi detetada (RODRIGUEZ-LIEBANA et al., 2014).

A degradacdo no solo pode ocorrer tanto em condicfes aerébicas como anaerdbicas. A
rota de degradagéo aercdbica ocorre pela desalquilacio do grupo amino, seguido da reducdo do grupo
nitrilo. Em condi¢Bes anaerdbicas verifica-se a reducdo sequencial dos grupos nitro
(ARNOLD, 2018). Os produtos da degradacdo desse herbicida sdo mais polares que a prépria
pendimetalina.

Em estudos realizados por Ramakrishna et al. (2008) os metabolitos N-(1-etilpropil)-
3’4-dicarboxi  2’6-dinitro  benzenamina (M1), N-(1-etil-1- propil)-3,4dicarboxi-2’6-
dinitrobenzenamina-N-6xido (M2), N-(1-etilpropil)-3,4dimetoxi2,6-dinitrobenzenamina (M3)

e benzimadazol-7-carboxialdeido (M4) foram identificados ap0s a acdo de microrganismos.

3.5 Técnicas de remediacdo para solo contaminado

Em geral, as tecnologias para tratamento de solos contaminados com compostos
organicos, como 0s agrotoxicos, recaem em trés categorias: imobilizacdo do contaminante,
separacédo e decomposicdo (GARRET et al., 2005).

A imobilizacdo consiste em barreiras fisicas que evitam a migracao dos contaminantes,
sdo bastantes utilizadas devido a sua grande praticidade e baixo custo. Porém, esse método
apenas isola o contaminante e evita que 0 mesmo possa se espalhar e causar maiores danos ao
meio ambiente e a salde humana. Além disso, geralmente existe limite de espaco fisico
destinado ao armazenamento dos residuos e 0 aumento da producdo destes pode torna-se um
grande problema (BOLLAG e LIU, 1990).

A separagdo é 0 processo que extrai 0 contaminante para uma fase de gerenciamento
mais facil (liquida ou gasosa) ou para uma fase mais concentrada, reduzindo o volume do
material a ser remediado. Porém, esse processo gera grandes quantidades de residuos liquidos
contaminados, o que pode ser uma desvantagem (BOLLAG e LIU, 1990).

A decomposicao visa a total mineralizacdo dos contaminantes, convertendo-os em agua,
gas carbdnico e ions inorganicos, através de processos de incineracdo, oxidacdo avancada e
biorremediacdo. Dentre as técnicas de decomposic¢do, a biorremediacdo utilizando consorcio de
microrganismos parece causar menos impacto ao ambiente. No entanto, alguns residuos podem

ser toxicos aos microrganismos utilizados no processo, que aumenta o periodo para se alcancar
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a reducdo da contaminacgdo (VILLA et al., 2008). A Tabela 4 apresenta as principais técnicas

de remediacdao de solos contaminados, detalhando a forma de atuacdo de cada uma.

Tabela 4. Técnicas de remediacdo de solos

Técnica

Descricéao

Extracdo de gas no solo

Bioaeragéo

Aiir sparging

Bio Sparging

Tecnologias térmicas

Bioremediacéo acelerada

Incineracéo

Fitoremediacdo

Lavagem de solo/
Reinjecédo/
Processos Quimicos

Solidificacao/
Encapsulamento/
Vitrificacdo

Remove compostos organicos volateis da zona de saturacdo
através da aplicacdo de um sistema de vacuo.

Acelera a remogdo de compostos organicos volateis atraves da
aeracdo da zona vadosa.

Remove contaminantes volateis e semi-volateis através de
processos de aeracdo na zona de saturacao.

Acelera a biodegradacdo de compostos organicos através da
aeracdo do solo.

Destroem contaminantes ou possibilitam a aceleracdo da
transferéncia de fase do contaminante no subsolo.

Altera, artificialmente, as condi¢6es bioquimicas naturais do solo
para acelerar a degradag@o por microrganismos.

Remocédo de compostos organicos volateis e semi-volateis por
incineracédo

Plantas apropriadas sdo utilizadas para promover a extracao de
compostos organicos e metais no solo.

Através de fluidos apropriados promovem a estripagem e a
biodegradacao.

Promovem a imobilizacdo do residuo através de processos
quimicos e/ou térmicos.

Fonte: Adaptado de NOBRE e NOBRE (2018)

3.6 Biorremediacéo de contaminantes

A biorremediacdo é uma técnica de remocdo de contaminantes que ganhou expressdo

na década de 90, por apresentar vantagens como 0 menor custo e maior eficiéncia, que os

métodos fisicos e quimicos, € utilizada em escala comercial no tratamento de &reas
contaminadas (CHEN et al., 2015).

A biorremediagdo é um processo que utiliza organismos vivos para remover ou reduzir

poluentes no ambiente (GAYLARDE et al., 2005) O termo também pode ser definido como
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uma biotecnologia no qual se utiliza 0 metabolismo de microrganismos para a eliminagéo rapida
de poluentes, com o objetivo de reduzir sua concentracdo a niveis aceitaveis, transformando-os
em compostos de baixa toxicidade (YAKUBU, 2007).

As vérias estratégias para a degradacdo bioldgica incluem tratamentos, in situ e ex situ.
Nos tratamentos in situ, ndo h& necessidade de remocdo do material, sendo esta realizada no
proprio local contaminado. Isto evita custos e distirbios ambientais associados com o
movimento de solos e &guas que estdo contaminados para outros locais destinados ao
tratamento. Entre as técnicas in situ destacam-se: biorremediacdo passiva, bioestimulacéo, air
sparging, bioventilacdo, bioaumentacéao e bioenriquecimento (PEREIRA e FREITAS, 2012).

A biorremediacdo passiva ou intrinseca, € um processo que ocorre naturalmente, o0s
microrganismos autéctones sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de remediacéo,
transformam os contaminantes em substancias menos toxicas. E uma técnica de baixo custo e
gue intervéem minimamente no local (BENTO et al., 2003; MARIANO et al., 2007).

A bioestimulacdo consiste na adicdo de nutrientes organicos e inorganicos no local
contaminado, visando estimular a atividade dos microrganismos degradadores (JACQUES et
al., 2007). Os nutrientes utilizados como o nitrogénio e o fosforo sdo considerados fatores
limitantes para a degradacdo microbiana. Gaylarde et al. (2005), relataram que técnicas de
bioestimulacdo em experimentos em campo, aumentaram de cinco a dez vezes as taxas de
degradacdo do contaminante em relagdo a um solo néo tratado.

O air sparging se d& através do ar, que € injetado na zona saturada, usualmente abaixo
da zona contaminada, no qual o vapor utilizado em forma de pressdo positiva empurra 0s
contaminantes do solo para a atmosfera, promovendo a biodegradagdo dos contaminantes pela
atividade bacteriana aerdbica. E utilizado também para a descontaminacdo de aquiferos, de
maneira que as solucdes injetadas consigam se misturar e se espalhar completamente pela agua
do aquifero (WEBER e SANTOS, 2013).

A técnica de bioventilagdo € uma técnica de bioestimulacdo que se caracteriza pela
adicdo de oxigénio no solo contaminando, para estimular o crescimento dos microrganismos
naturais e/ou introduzidos pela bioaumentacdo. De acordo com Reginatto et al. (2012), esta
tecnologia é considerada promissora, pois ha disponibilidade de oxigénio molecular, tendo
assim um grande efeito na biodegradacdo de varios compostos.

A bioaumentacdo e o bioenriquecimento sdo estratégias que visam auxiliar a
concentracdo da microbiota do ambiente contaminado na degradacdo de misturas complexas de
hidrocarbonetos com a adicdo de microrganismos especificos e degradadores para o

contaminante. Esta técnica pode ser aplicada para aumentar a biodegradacdo do composto
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poluente e reduzir o tempo de adaptacdo dos microrganismos presentes nesses ambientes
contaminados (ROMANTSCHUK et al., 2000).

Quando ocorre a reinocolugdo de microrganismos enddgenos, extraidos do préprio solo
contaminado, crescidos in vitro e reintroduzidos no ambiente em maior concentragéo,
denomina-se bioaumentacao. Se os microrganismos inoculados forem exdgenos, é chamado de
bioenriquencimento (ROMANTSCHUK et al., 2000).

Nos tratamentos ex situ, hd a necessidade de retirada de solo ou efluente do local
contaminado para que 0s mesmos sejam tratados em outro local. A remoc¢édo pode ser necessaria
quando ha possibilidade de contaminacao de pessoas e do ambiente ou quando ha presenca de
altas concentracdes de contaminante (JACQUES et al., 2010). E uma técnica de facil controle
e apresenta uma maior versatilidade para o tratamento de varios tipos de contaminantes. As
técnicas ex situ mais utilizadas sdo landfarming, biopilhas e biorreatores.

Landfarming € uma tecnologia que reduz a concentracao de contaminantes presentes em
solos através de processos associados a biorremediacdo. Envolve a distribuicdo do solo
contaminado em uma pequena camada na superficie do solo do local de tratamento. O solo é
revolvido periodicamente para que o contato entre 0s microrganismos e 0s Compostos organicos
aumente e para que haja oxigénio necessario para a degradacao aerébica (KHAN et al., 2004).

A tecnologia de biopilhas envolve o empilhamento de solos contaminados e tem como
objetivo principal estimular a atividade microbiana aerdbica acelerando a degradacdo do
poluente pela aeracdo, adicéo de nutrientes e correcdo da umidade. A aeragéo destas pilhas pode
ser realizada de duas maneiras, mecanicamente ou por um sistema subterraneo de passagem de
ar (KHAN et al., 2004).

Os biorreatores séo reatores que produzem diversas reacGes quimicas catalisadas por
biocatalisadores, possibilitando o aumento da disponibilidade dos contaminantes aos
microrganismos degradadores e a eliminagdo da heterogeneidade da distribuicdo dos
contaminantes no solo (SCHMIDELL e FACCIOTT]I, 2001).

A utilizag8o da biorremediacdo oferece inimeros beneficios, porém apresenta algumas
limitacbes e complicacdes, mesmo ante a evidéncia de que 0s principios basicos da degradacéo
sdo relativamente fixos (CRAPEZ et al., 2002). A multiplicidade de detalhes que envolvem o
metabolismo dos microrganismos trdz, intrinsecamente, aspectos que acabam por complicar o
processo, como por exemplo:

e Biodisponibilidade inadequada dos contaminantes: nem sempre 0S contaminantes
encontram-se dispostos de uma forma facilmente assimilavel pelos microrganismos que

0s devem degradar.
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e Niwveis de toxicidade dos contaminantes: determinados elementos quimicos sédo
degradaveis em determinadas concentracGes, em outras mais elevadas, a toxicidade
atinge niveis que impossibilitam ou retardam a degradacéo pelos microrganismos.

e Preferéncia microbiana: ha multiplicidade de compostos em um determinado ambiente,
0s microrganismos dao preferéncia aqueles que sdo de digestdo mais facil ou fornecem
mais energia. Em razdo desse fator de preferéncia, 0s microrganismos por vezes deixam
de degradar o contaminante visado pela biorremediacdo.

e Degradacdo incompleta de contaminantes: em razdo das caracteristicas de certos
contaminantes, inclusive sua concentracdo, por vezes a degradacdo ndo se da por
completo, decorrendo dai a geragdo de produtos denominados intermediarios. Em certos
casos 0 produto intermediario apresenta um nivel de toxicidade bastante perigoso ou

mais alto que o préprio contaminante original.

3.7 Biorremediacdo por microrganismos

A remediacdo por microrganismo é relatada Procépio et al. (2005) e Chelinho et al.
(2010) como pratica promissora para descontaminacdo de ambientes que receberam a aplicacéo
de agrotoxicos. E comprovada a eficiéncia desta técnica para tratar solos contaminados com
hidrocarbonetos, também pode ser utilizada no tratamento de lodo, aguas contaminadas e
diversos tipos de residuos (ANDRADE et al., 2010).

Entre as varias reagdes que um agrotdxico pode sofrer, a mineralizacdo é a mais
desejavel, uma vez que ha a producdo de carbono e energia para o crescimento microbiano,
prevenindo a acumulacdo de intermediarios potencialmente perigosos para o ambiente (SILVA,
MELO e OLIVEIRA 2004). Por meio do seu metabolismo, os microrganismos utilizam o
contaminante como fonte de energia, resultando em um crescimento da colénia microbiana e
descontaminacdo do meio (BOOPATHY, 2000). Essa capacidade mineralizadora pode estar
associada ao desempenho de um (nico microrganismo ou a agao conjunta de um consorcio
microbiano (SILVA et al., 2005).

No processo de degradacdo também ocorre o cometabolismo, evidente em consorcio
microbiano, onde os microrganismos sdo divididos em primarios e secundarios. Os primarios
sdo aqueles capazes de metabolizar o substrato principal fornecido ao sistema, enquanto 0s
secundarios utilizam os produtos liberados pelos microrganismos primarios. Esse processo é
importante, pois geralmente nenhum microrganismo possui todas as enzimas necessarias para

a metabolizagcdo completa de um agrotéxico (GAYLARDE et al., 2005).
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Um consorcio microbiano incrementa a capacidade enzimética requerida para atacar
misturas complexas de hidrocarbonetos. Dessa forma, microrganismos que ndo apresentam
potencial para degradar completamente um composto, poderdo transforma-lo em uma
substancia degradavel para outro microrganismo (LEONEL et al. 2010). Assim, biodegradacao
por consoércio fungico apresenta-se como uma poderosa alternativa biotecnolégica (GALLEGO
et al., 2007).

As transformacdes realizadas por microrganismos podem resultar na degradagdo da
estrutura molecular original do agrotéxico em formas mais simples, porém a molécula
resultante poderd persistir caso as condi¢fes ambientais ndo sejam favoraveis para a
subsequente degradacdo. Os metabolitos resultantes, geralmente apresentam menor toxicidade
para a biota do que 0s compostos originais, mas em alguns casos ndo ocorre a diminuicdo da
toxicidade e os produtos de degradagédo poderédo ser mais nocivos, representando um maior risco
para 0 meio ambiente (ANDREU e PICO, 2004; VAN HAMME et al., 2003).

O metabolismo dos xeobidticos por fungos inclui duas fases sequenciais conhecidas
como Fase | e Fase Il (Figura 4). As principais reacdes da Fase | consistem em reacdes de
oxidacdo (desalquilagdo, desaminacdo, hidroxilacéo e formacao de sulfoxidos), reducéo (adicao
de hidrogénio e nitro-reducdo) e hidrolise, denominadas reacdes de funcionalizacdo devido a
introducéo de grupos funcionais na molécula a ser biotransformada (-COOH, -OH, -NH_). Estas
reacOes sdo catalisadas pelo citocromo P450 monoxigenases, flavinas e monoaminoxidases.
Normalmente, destas reacGes resultam moléculas mais hidrofilicas, que podem ser
bioinativadas ou apresentarem-se menos ou mais reativas que o composto original (SILVA et
al., 2004).

Figura 4. Reagdes de Fase | e Fase 1l do metabolismo de xenobioticos por fungos

Citocromo P450 Substéncias endogenas
Bioconverséo Conjugacéo
Xenobioticl  m— Metabolito —  Metabélito
Fase | funcionalizado Fase Il conjugado
Excrecéo

Fonte: Adaptado de Costa et al. (2004)
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A fase 1l, consistem em reacdes de conjugacdo entre o grupo polar do xenobi6tico
bioconvertido com substancias endgenas (metabolitos conjugados), onde ocorre reacbes que
aumentam a solubilidade em agua do metabolito conjugado, favorecendo a sua eliminacéo das
células. Muitos dos xenobioticos sofrem reacdes de ambas as fases de forma sequencial (Fase
| seguida da Fase 1), enquanto outros podem sofrer reacdes apenas de uma fase (COSTA et al.,
2004).

Para que essas reacOes ocorram, varios parametros de solo e clima influenciam a
atividade dos microrganismos degradadores, tais como o pH do meio, que deve estar na faixa
entre 5,5 a 8,5; textura e porosidade do solo (solos com alta granulometria apresentam taxas
mais rapidas de degradacédo); umidade (a faixa ideal é de 12 a 16%); temperatura (em torno de
30°C) e; a presenga de oxigénio, uma vez que a maioria dos hidrocarbonetos sdo degradados
em meio aerébico (COLLINA et al, 2005).

3.7.1 Fungos filamentosos como biorremediadores

Os fungos sdo organismos eucarionte, unicelulares ou multicelulares, microscopicos
com fases macroscopicas, possui parece celular constituida principalmente por quitina e -
glucanos, mitocondrias compostas por cristas plantas, apresentam estrututa de Golgi e
peroxissomos. A reserva energética é por moléculas de glicogénio e lipideos. Os fungos sao
organismos heterotréficos, parasitas ou saprobios, constituidos por hifas, exceto as leveduras.
As hifas geralmente sdo multinuceladas, com septos simples ou doliporo, com funcéao
cenocitica. Apresentam fase haploide, diploide ou dicaridtica. A reproducdo ocorre de forma
sexuada ou assexuada, com producdo de esporos, gemacdo ou fissdo binaria, no caso das
leveduras (BONONI e GRANDI, 1998).

Os fungos expressam caracteristicas que os tornam interessantes para aplicacdo em
biorremediacdo, como o crescimento induzido quimioestaticamente em direcdo a fonte de
carbono organico, por meio do alongamento e ramificagdo das hifas e o sistema de
biodegradacdo fungico, que é realizado por enzimas extracelulares. Dessa forma, o contato
superficial com o contaminante € otimizado, aumentando sua biodisponibilidade e,
consequentemente, sua biodegradacdo (CHANDER et al., 2004).

Também sdo conhecidos pela sua diversidade e habilidade notavel para degradar
materiais naturais complexos e persistentes, tais como lignina, quitina e celulose
microcristalina. Os fungos possuem uma bioatividade e crescimento morfoldgico que os tornam

mais eficientes degradadores que as bactérias. Sao capazes de crescer sob condi¢cbes ambientais
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de estresse como meios com baixos valores de pH, pobres em nutrientes e com baixa atividade
de &gua; contribuem para ciclagem de nutrientes e consequentemente, para a manutencéo dos
ecossistemas (MOLLEA et al., 2005).

O emprego dos fungos na remocao dos poluentes comecou a ser estudado nos ultimos
trinta e cinco anos do século XX (SOARES et al., 2011). Os primeiros trabalhos relacionados
a fungos para biorremediacdo se deu por Nobles (1975), que usou, em seu estudo,
Saccharomyces cerevisiae para remogao de lindano e dieldrin, seguido do trabalho de Khindaria
et al. (1975) que estudaram a degradacdo de heptacloro pelo género Aspergillus. Mas, foi
apenas nas ultimas décadas que houve incremento nas pesquisas de biodegradacédo por fungos.

AvaliacOes realizadas em escala de laboratorio, mostram que fungos possuem um
potencial adequado para degradar hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos de alto peso
molecular (HPAs) e 40 outros compostos organicos recalcitrantes, por meio de sistemas
enzimaticos extracelulares (ATAGANA et al., 2006).

Os fungos como Pleurotus spp., Trametes versicolor e Lentinula edodes, tém sido
estudados quanto ao potencial de remediar solos contaminados. A espécie Phanerochaete
chrysosporium é um fungo filamentoso que produz uma enzima extracelular capaz de degradar
diferentes compostos quimicos, tendo sido proposta para ser utilizada como agente
biorremediador de areas contaminadas por poluentes complexos (SILVA et al., 2004).

Singh (2006) enfatiza que os fungos sdo organismos promissores, que estdo gerando
cada vez mais resultados positivos para a recuperacao de areas degradadas por meio do processo
de biorremediagcdo. Dessa forma, o uso de fungos filamentosos, em processos de

biorremediacdo é altamente conveniente.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em Imperatriz (05° 31 00” S 47° 27’ 36” W), no
Laboratério de Biotecnologia Ambiental (LABITEC) do Centro de Ciéncias Exatas e Naturais

pertencente a Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhéo (Figura 5).

Figura 5. Imperatriz - Maranh&o

I Imperatriz

* 0 100 200 km
|

4.1 Coleta de solo para isolamento de fungos e analises fisico-quimicas

As areas de coleta de solo estdo localizadas na cidade de Imperatriz, no sudoeste do
estado do Maranhdo. De acordo com a classificacdo internacional Képpen-Geiger o clima é do
tipo Aw; no ultimo ano a temperatura e a umidade relativa do ar variaram respectivamente entre
25 a 36°C e 60 a 92% e a pluviosidade anual foi de 1604 mm; a altitude média da cidade é de
123,3 m e apresenta uma area de 1368,988 km2 (INMET, 2018).

Com a finalidade de se obter uma maior variedade de fungos resistentes, foram coletadas
amostras em trés propriedades agricolas que fazem uso intensivo de herbicidas, na estacéo seca.
A primeira area (5° 31’ 317 S 47° 26’ 38” W) cultiva hortaligas e utiliza glifosato e
pendimetalina a cerca de oito anos; a segunda area (5° 35” 22” S 47° 25” 35” W) é explorada
desde a decada de 70, utiliza atrazina e glifosato e tem como cultura o milho; j a terceira
(5° 31° 137 S 47° 26> 53” W), € uma area agricola experimental pertencente a prefeitura de
Imperatriz e faz uso do herbicida glifosato. No periodo de coleta das amostras, as areas estavam
sendo preparadas para o plantio.

Em cada area foram coletadas 12 subamostras de solo, com auxilio de trado holandés a
uma profundidade de 20 cm, com os pontos arranjados em dois circulos concéntricosa3e 6 m

de raio a partir de um Unico mondlito (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de amostragem para fungos do solo

12 metros

Fonte: Adaptacdo de MOREIRA et al. (2010)

Cada conjunto de 12 subamostra foi misturado para formar uma amostra composta de
aproximadamente 500 g (MOREIRA et al., 2010). Os solos foram peneirados, secos ao ar,

utilizados para o isolamento dos fungos e enviado para analises.

4.2 Isolamento de fungos filamentosos

O isolamento dos fungos foi realizado por meio de dilui¢des seriadas, 12,5 g de solo de
cada amostra composta foram colocadas em frascos de erlenmeyer contendo 125 mL de meio
mineral (NaCl 0,85%) esterilizado, formando uma suspensdo de 1:10 que permaneceu sob
agitacdo durante 30 minutos em mesa agitadora, em seguida 1 mL da suspensdo foi diluida em
9 mL de meio mineral até obter a propor¢do 1:1000 (COLLA et al., 2008).

Posteriormente, em capela de fluxo laminar, aliquotas de 1 mL de cada dilui¢éo final
foram inoculadas em placas de Petri esterilizadas contendo meio de cultura sabouraud dextrose
4%, com adicdo de tetraciclina e cloranfenicol para inibir o crescimento de bactérias, e
incubadas em estufa a 28°C por sete dias. A sequéncia do isolamento foi realizada através da
técnica de esgotamento por estrias (COLLA et al., 2008). Obtiveram-se 10 fungos, que foram

preservados em em meio de cultura sabouraud dextrose 4% inclinado.

4.3 Selecdo fungos para degradar atrazina, glifosato e pendimetalina

A selecdo dos fungos resistentes aos herbicidas atrazina, glifosato e pendimetalina foi
realizada através da inoculacdo dos microrganismos em meio de cultura KATAYAMA
(K2HPO4 0,5g; NaNOs 0,5g; MgSO4.7H,0 0,0125 g; CaCl,.2H20 0,005 g; solucdo traco 10
mL; agar 13 g; gua destilada 1 L; pH 7,0) proposto por Silva et al. (2004), contaminado com


https://www.google.com/search?q=sabouraud&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjp1sf4p7LgAhWrLLkGHVe5CS4QkeECCCooAA
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atrazina, glifosato e pendimetalina nas concentracdes 0, 10, 20, 50 e 100 ug mL* (Solucéo
traco: ZnS04.7H20 10 mg; MnCl,.2H20 3 mg; H3BO3 30 mg; CoCl,.6H20 20 mg; CuCl,.2H20
1 mg; NiCl2.6H20 2 mg; NaMo0O..H,0O 3 mg; agua destilada 1 L). As placas de petri foram
incubadas a 28°C por 14 dias.

A selecdo dos fungos foi qualitativa, baseada em observaces macroscopicas de
crescimento das colonias apds 14 dias de incubagdo, sendo: -- crescimento ruim (5 mm); +-
crescimento razoavel (10 mm); + crescimento satisfatorio (20 mm) e; ++ crescimento 6timo
(40 mm) (ALVES e ORLANDA, 2013).

Os fungos que apresentaram crescimento o0timo e satisfatorio foram resistentes aos
herbicidas e enviados a Micoteca URM do Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Pernambuco para identificacdo. Nessa etapa foram
utilizados 10 fungos, trés herbicidas (atrazina, glifosato e pendimetalina) e cinco concentracoes,

em triplicata, resultando em 450 unidades experimentais.

4.4 Crescimento micelial em meio de cultura contaminado com atrazina, glifosato e
pendimetalina

Os fungos selecionados foram plaqueadas através da inocula¢do pontual no centro de
cada placa de Petri contendo meio de cultura sélido sabouraud dextrose 4%, contaminado com
atrazina, glifosato e pendimetalina nas concentragdes 0, 10, 20, 50 e 100 pug mL* e incubadas
durante sete dias a 28°C.

As médias de crescimento micelial (MCM) das colbnias, que indica o grau de
adaptabilidade dos fungos em funcéo do tempo, foram avaliadas ap6s o primeiro, o terceiro e 0
sétimo dia. As taxas de crescimento relativo (TCR) demonstram o crescimento de cada fungo
apos trés dias, considerando apenas o herbicida como fonte de carbono e as taxas de inibicao
méaxima (TIM) que estdo relacionadas com a inibicdo do crescimento de cada fungo apds 24
horas de exposi¢do aos herbicidas, foram calculadas com o auxilio das equacbes 1 e 2 (ALVES
e ORLANDA, 2013):

T, =% x 100 (1)
Z3
T, =27 v 100 (2)

Zi

Onde;:
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T, = Taxa de crescimento relativo;

Ti = Taxa de inibicdo maxima;

T: = Taxa de crescimento minimo com atrazina, glifosato e pendimetalina (ug mL™2);
T, = Taxa de crescimento na concentragdo (0 pg mLt) ap6s o terceiro dia e

Ta = Taxa de crescimento na concentracdo (0 pg mL) ap6s o primeiro dia.

O teste do crescimento micelial dos fungos foi realizado em esquema fatorial, com os
niveis de fator fungos resistentes aos herbicidas (trés microrganismos), associados a trés niveis
de fator herbicidas (atrazina, glifosato e pendimetalina), cinco niveis de fator concentracdo de
herbicidas (0, 10, 20, 50 e 100 pg mL™?) e cinco repeticOes, resultando em 225 unidades

experimentais.

4.5 Producéo da suspenséo de esporos

A producéo da suspensao de esporos foi realizada de acordo com Melo (2009). Com o
auxilio de uma alca de platina flambada, foram transferidas por¢6es de cada fungo preservado
para placas de Petri contendo meio de cultura solido sabouraud dextrose 4%, em seguidas as
placas foram incubadas a 28°C durante 20 dias.

Apos a esporulacdo abundante dos fungos, foi adicionado em cada placa de Petri com
colénias puras, 10 mL de meio mineral (1 L de agua destilada, 18,34 g de K;HPO4.3H:0; 6,0
g de KH2POy4; 0,2 g de MgSO4.7H20 e 4,0 g de (NH4)2SO4, pH 7,0) esterilizado com a
finalidade de obter-se uma suspensdo de esporos. A suspensdo foi agitada e o contetido foi
transferido para erlenmeyers esterilizados.

Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes, a suspensao obtida foi agitada para
a destruicdo de aglomerados de esporos. Um mililitro de cada suspensdo foi transferido para
um tubo de centrifuga (falcon) estéril contendo 2 mL de solugéo a 0,05% de Tween 80 em agua,
seguido de agitacdo por 5 minutos. Com o0 auxilio de contagem em cadmara de Neubauer foi
preparada uma suspensdo de esporos na concentragdo de 1x10® esporos mL*t
(ALFENAS et al., 2007).

4.6 Estudo da degradacéo de atrazina, glifosato e pendimetalina em microcosmos
A fim de detectar a atividade de degradac¢ao dos fungos individualmente e em consécios,
foram realizados ensaios em microcosmos, que sdo experimentos feitos em laboratorio para

reproduzirem as condi¢des reais encontradas na natureza. A atividade respiratoria fangica foi
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avaliada por respirometria aerdbia, utilizando o principio do método respirométrico de Bartha,
essa metodologia é padronizada pela norma brasileira NBR 14283 (ABNT, 1999).

Os microcosmos consistiram em potes de vidro de 600 mL vedados, com 30 mL de
solucdo de KOH 0,50 mol Lt em um béquer de 50 mL que foi depositado no centro dos
microcosmos. Em cada pote foi adicionado 100 g de solo estéril contaminado com atrazina,
glifosato e pendimetalina na concentragédo 50 pg mL*; 1 mL da suspensdo de esporos dos
fungos resistentes aos herbicidas e dgua destilada estéril para manter a umidade.

Assim preparados, os microcosmos foram fechados e incubados a 30°C por um periodo
de 15 dias. Foram realizadas trés titulacdes, sendo a primeira realizada apds cinco dias, a
segunda apds 10 dias e a terceira apos 15 dias. Para as titulagdes, os microcosmos foram abertos,
em capela de fluxo laminar, e retirados 10 mL da solugdo de KOH 50 mol L%, a essa solugdo
foi acrescentada duas gotas do indicador fenolftaleina 0,1%. A solucéo foi titulada com HCI
0,50 mol L*até o desaparecimento da cor rosa, a quantia de HCI 0,50 mol L™! gasto na titulacéo
foi anotado para todos os tratamentos.

A partir do volume gasto nas titulacdes, foi possivel calcular a respiracdo microbiana
(mg de COy) e relacionar os resultados por meio das curvas de crescimento microbiano

(Equacéo 3).

mg de CO, = (VB —VA)x Cxfx 22 x FA (3)

Onde:

VB = volume de HCI gasto na titulacdo do branco;

VA = volume de HCI gasto na titulagdo da amostra;

C = concentracao de HCI

f = fator de corre¢do da concentracdo do acido;

22 = equivalente — gama do CO;

FA = fator de correcdo da aliquota usada na titulacdo (volume de KOH) usado como armadilha

de CO2/volume de aliquota de KOH utilizado na titulag&o.

O experimento foi realizdo em esquema fatorial com trés niveis de fator fungo
(Aspergillus fumigatus, Fusarium verticillioides e Penicillium citrinum), associado a trés niveis
do fator herbicida (atrazina, glifosato e pendimetalina), um nivel concentracdo de herbicida
(50 pug mLY) e suas respectivas testemunhas, em triplicada, resultando em 30 unidades

experimentais.
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Os fungos foram consorciados de acordo com os resultados da avaliagdo da degradagéao
dos fungos individualmente, os microrganismos que apresentaram capacidade de metabolizar
os herbicidas foram utilizados para compor os consércios. Foram realizados trés ensaios
simultaneos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) para cada herbicida.

Para 0 microcosmo contaminado com atrazina, foram utilizados os consércios Fusarium
verticillioides - Aspergillus fumigatus (Fv-Af), Fusarium verticillioides - Penicillium citrinum
(Fv-Pc) e, Aspergillus fumigatus - Penicillium citrinum (Af-Pc) nas concentragdes 0 e
50 pg mL™1, com cinco repeticdes, resultando em 30 unidades experimentais. Nos microcosmos
contaminados com glifosato e pendimetalina, o consércio utilizado foi Aspergillus fumigatus -
Penicillium citrinum (Af-Pc) nas concentracdes 0 e 50 pg mL, com cinco repeticdes,

resultando em 10 unidades experimentais para cada um dos tratamentos.

4.7 Teste dos residuos de degradacéo

A andlise de genotoxicidade € um método utilizado para detectar danos em sistemas
expostos a mutagénicos, assim, foi possivel detectar os residuos dos herbicidas nos solos
tratados pelos consdrcios fangicos nos microcosmos. O bioindicador utilizado foi a Allium cepa
e seguiu-se a técnica descrita por Fiskesjo (1993) e Freitas et al. (2017).

Pesou-se 12,5 g de amostras de solos tratados nos microcosmos e amostras de solos
insentas de contaminacdo em erlenmeyers de 125 mL, em seguida, adicionou-se 50 mL de agua
destilada na proporcéo terra: agua de 1:4 (m/v). Apos agitacdo por 1 hora em mesa agitadora e
sedimentacdo por 24 horas sob refrigeracéo, as suspensdes foram centrifugadas a 3000 rpm por
5 minutos para obter o sobrenadante, denominado de elutriato.

Os bulbos de Allium cepa utilizados foram adquiridos no comércio local, tendo as
mesmas variedades e tamanhos semelhantes. Antes de aplicar o teste, os bulbos foram
enraizados em agua destilada durante 7 dias, em seguida, permaneceram em contato com
elutriato dos tratamentos por 24 horas. As raizes foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1
(3 etanol:1 &cido acético) por 24 horas. Apos a fixagdo, foram mantidas em tubos de ensaio
com alcool 70% e conservadas em refrigerador até a sua utilizacdo para confeccdo das laminas.

No preparo das laminas foram utilizadas duas pontas de raizes por bulbo, escolhidas de
forma aleatéria. Ap6s isso, foram hidrolisadas em HCI (mol L) por 5 minutos, lavadas em
agua destilada e coradas com orceina acética 2% por 30 minutos. As ldaminas foram preparadas
utilizando a técnica de esmagamento de acordo Guerra e Souza (2002).
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A anélise das laminas foi realizada utilizando microscépio 6ptico marca Carl Zeiss com
objetiva de 40x e 100x. Analisou-se imagens de 250 células para cada tratamento do teste,
observando o numero de células em divisdo para determinacdo do indice mitdtico (IM)

(Equacdo 4) e da ocorréncia alteracdes celulares (OAC) (Equacao 5).

M (%) _ numero de células em divisdo < 100 (4)

total de células

) nimero de células com alteragdes celulares

0AC (% x 100 (5)

total de células em divisido

Foram realizados trés ensaios simultaneos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) para cada herbicida. Para o elutriato de solo contaminado com atrazina os consorios
flngicos utilizados foram: Fv-Af, Fv-Pc e, Af-Pc nas concentragdes 0 e 50 pg mL, com cinco
repeticdes, resultando em 30 unidades experimentais. Nos elutriatos de solo contaminado com
glifosato e pendimetalina, o consorcio utilizado foi Af-Pc nas concentragdes 0 e 50 pg mL?,
com cinco repeticdes, resultando em 10 unidades experimentais para cada um dos tratamentos.

Os indices mitoticos desses dois tratamentos foram avaliados separadamente.

4.8 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia, teste de Tukey e teste de Fisher,
com p<0,05% para compara¢do das médias, com o auxilio do programa estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélises das amostras de solo

A area 1 possui solo de textura arenosa, pouco intemperizado e com baixo teor de argila,
pH levemente acido, matéria organica em nivel baixo, saturacéo por base e capacidade de troca
de cations em niveis médios.O solo da area 2 possui textura franco siltosa, pouco intemperizado
e com baixo teor de argila, pH adequado, saturacdo por base alta, capacidade de troca de cétions
e matéria organica em niveis medios. A area 3 possui solo de textura franco arenosa, pH acido,
saturacdo por base baixa, capacidade de troca de cations alta e matéria organica em nivel médio,

sendo um solo pouco intemperizado com medio teor de argila (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados das analises quimicas das amostras de solos (0 — 20 cm de profundidade)
pH P K Al Ca Mg H+Al CTC SB MO
(CaCl) -(mgdm3) -  —memeeeee (cmolc dm3) ------------ (%)  (gdm3)
Area 1 5,40 34 78 010 290 0,70 0,32 560 67,86 12
Area 2 6,30 440 204 0,20 6,00 260 0,16 10,35 83,57 29
Area3 4,50 18,20 45 040 190 050 0,66 3351 3347 23

Solos siltosos e arenosos, com baixos teores de argila e niveis de matéria organica
relativamente baixos a médios, sdo propicios a contaminacéo e lixiviacdo (OLIVEIRA JR. e
REGITANO, 2009). Desta forma a possibilidade de os herbicidas atrazina, glifosato e
pedimentalina estarem presentes na solucdo do solo é maior, podendo facilitar a degradacéo,
por outro lado, ficam propicios a serem lixiviados contaminando os lengdis freatico e corpos
d’agua da regido.

O grau de acidez do solo, o tipo de dissociacdo e a constante de dissocia¢do do herbicida
(pKa) influenciam no comportamento desses compostos no solo (OLIVEIRA JR e
REGITANO, 2009). Herbicidas acidos, como o glifosato e a pendimetalina, apresentam formas
moleculares capazes de doar um proton e formar ions carregados negativamente. O pH dos
solos coletados foi maior que o pKa do glifosato (pKa 2,34) e da pendimetalina (pKa 2,8), deste
modo, a concentracdo da forma ndo dissociada serd menor que a da forma aniénica, aumentando
a sorcdo e impedindo o transporte através da solucao do solo (OLIVEIRA, 2001).

A atrazina é considera uma base fraca, cuja forma molecular é capaz de receber protons
e formar ions carregados positivamente. Os pH dos solos coletados foram maiores que o pKa
da atrazina (pKa 1,7), portanto a concentracdo da forma mocelular sera maior que da forma
protonada ou catidnica, esse herbicida permanecendo na forma neutra apresenta baixa sor¢éo,
ficando disponivel na solucédo do solo (OLIVEIRA, 2001).
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5.2 Isolamento, selecéo e identificacido dos fungos

A capacidade de crescimento dos fungos isolados em meio de cultura contaminado com
0, 10, 20, 50 e 100 pg mL* de atrazina, glifosato e pendimetalina esta descrito na Tabela 6. Os
fungos classificados como ++ 6timo e + satisfatorio foram identificados pela Micoteca URM
do Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Pernambuco (Tabela 7) (Figura 7).

Tabela 6. Crescimento dos fungos isolados em meio de cultura contaminado com 0, 10, 20, 50
e 100 pg mL* de atrazina, glifosato e pendimetalina
Crescimento dos fungos isolados nas concentra¢des (g mL™?)

Fungos (atrazina) 0 10 20 50 100
AF1 ++ ++ ++ + +-
AF2 + +- +- - --
AF3 +- -- -- -- -
AF4 ++ +- +- - --
AF5 + +- +- -- -
AF6 +- - - - -
AF7 ++ + + +- +-
AF8 ++ ++ ++ + +-
AF9 + +- +- +- --
AF10 ++ ++ ++ + +-

Fungos (glifosato) 0 10 20 50 100
GF1 ++ ++ + + +-
GF2 ++ +- +- - --
GF3 +- -- -- -- -
GF4 ++ +- -- -- +
GF5 + -- -- -- -
GF6 +- +- - -- -
GF7 ++ ++ +- +- --
GF8 ++ ++ + + +-
GF9 + -- -- -- -
GF10 ++ ++ ++ + +-

Fungos (pendimetalina) 0 10 20 50 100
PF1 ++ ++ + +- --
PF2 + +- - -- -
PF3 +- -- -- -- -
PF4 +- +- +- -- -
PF5 + -- -- -- -
PF6 +- +- - - --
PF7 ++ + +- +- -
PF8 ++ ++ + +- --
PF9 + -- -- -- -

PF10 ++ + + +- --

-- crescimento ruim (5 mm); +- crescimento razoavel (10 mm); + crescimento satisfatério (20 mm); ++ crescimento
6timo (40 mm)
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Tabela 7. Fungos identificados e incorporados ao acervo da Colecdo de Culturas — Micoteca
URM do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco

Nome da espécie Cddigo da amostra (URM)
Aspergillus fumigatus Fresen. 8070
Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg 7954
Penicillium citrinum Thom 8069

Figura 7. Caracteristicas culturais e morfoldgicas dos fungos identificados

A\

(A) Col6nia de Aspergillus fuigatus em meio de cultura BDA (B) Conidios de Aspergillus fumigatus (C) Col6nia
de Fusarium verticillioides em meio de cultura BDA (D) Conidios de Fusarium verticillioides (E) Col6nia de
Penicillium citrinum em meio de cultura BDA (F) Conidios de Penicillium citrinum
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Segundo Griinig et al. (1997) o Aspergillus fumigatus é um fungo saprébio de rapido
crescimento, que estd envolvido na reciclagem de carbono e nitrogénio. Seu nicho ecolégico
natural é o solo, onde cresce em detritos organicos. Esta espécie possui colonia velutinosa em
tons de verde turquesa a verde escuro e podem apresentar exudados incolores. Possui conidios
globosos, verdes e equinulados, produzidos em cadeias basipetalmente a partir de phialides
esverdeadas. E unisseriado e possui vesiculas piriformes. E uma espécie termofilica, com
crescimento ocorrendo em temperaturas de até 55°C e sobrevivéncia mantida a temperaturas
até 70°C (SAMSON e VAN REENEN-HOEKSTRA, 1988).

O Fusarium verticillioides é um parasita ndo obrigatorio e pode ser encontrado em solos
de regides tropicais, subtropicais e em solos de zonas temperadas Umidas e subimidas (CHANG
et. al., 2013). Esse fungo apresenta colonia pulverulenta e coloragdo violeta quando em meio
batata-dextrose-agar. Apresenta microconidios ovdides com base truncada, podendo ter um ou
dois septos e os conidi6foros originam-se na hifa, sendo escassamente ramificados. Os
macroconidios, quando presentes apresentam-se fusiformes, quase retos, e de paredes finas e
delicadas. As células basal e apical sdo alargadas e ligeiramente curvadas, podendo ter de trés
a cinco septos. Esta espécie ndo produz clamidosporos (BOOTH, 1971).

O Penicillium citrinum é um fungo filamentoso de ocorréncia comum a nivel mundial.
Esta espécie ja foi isolada a partir de varios substratos tais como solo, cereais (tropicais),
especiarias e ambientes interiores (SAMSON et al. 2004). Possui colonias verde acinzentadas
para azuladas, aveludadas, ocasionalmente com pequenas gotas de exsudado claro ou amarelo
claro, e reverso amarelo-amarronzado, também apresenta pigmentos sollveis amarelos,
conidiéforos predominantemente biverticilados, estipes lisos e conidios lisos globosos a
subglobosos.

As espécies isoladas, Aspergillus fumigatus, Fusarium verticillioides e Penicillium
citrinum estdo presentes em praticamente todos os ambientes terrestres, esses géneros séo
considerados comuns no solo (DOMSCH et al., 1980). Segundo Wang et al. (2013)
microrganismos selecionados a partir de solos contaminados sdo mais eficazes no metabolismo
dos seus contaminantes do que os organismos obtidos a partir de outros locais néo
contaminados, 0 que demonstra que 0s microrganismos selecionados ja apresentavam
capacidade de resisténcia.

Bordjiba et al. (2001) realizaram o isolamento de fungos a partir de amostras de solos
contaminados com agrotoxicos, coletadas proximo a Annaba na Argélia. As espécies mais
frequentes e que ndo apresentaram sensibilidade a agrotoxicos foram os fungos Aspergillus

fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Absidia corymbifera e Rhizopus microsporus.
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Alves e Orlanda (2003) selecionaram dez fungos potencialmente degradadoras de
atrazina, os fungos do género Aspergillus apresentaram boa adaptacdo em meio contaminado
com atrazina. Colla et al. (2008) concluiram em seu trabalho que fungos dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Trichoderma apresentaram elevada capacidade de crescimento em
meios contendo 50 ppm de atrazina, indicando a possibilidade desses fungos serem usados em
outros estudos de biorremediagéo de solos contaminados com agrotoxicos triazinicos.

Kodama et al. (2001) realizaram o isolamento de uma cepa de Penicillium steckii DS6F
de uma amostra de solo de pomar de macd no Japdo, e testaram o crescimento do fungo em
meio de cultura contendo somente simazine, um herbicida da classe das triazinas assim como a
atrazina, o fungo foi capaz de utilizar o simazine como Unica fonte de carbono e nitrogénio.

Em um estudo realizado por Barbosa et al. (2013), os fungos Curvularia sp., Aspergillus
terreus, Trichoderma viridi, Penicillium sp., Aspergillus versicolor, foram capazes de crescer
em meio de cultura contaminado com glifosato, demonstrando a potencialidade desses fungos
em degradar esse herbicida. Mattos et al. (2010) mediram o crescimento de colénias fungicas
em meio contendo o herbicida glifosato, foi observado o crescimento satisfatdrio dos
microrganismos Cochliobolus heterostrophus e Fusarium anthophilum.

Demichelli et al. (2017) isolaram bactérias e fungos cultivaveis de amostras de solo com
historico de aplicacdo de glifosato, no municipio de Laranjeiras do Sul, Parana. Oito dos fungos
filamentosos potenciais degradadores desse herbicida foram identificados como pertencentes
aos géneros: Aspergillus sp., Cladosporium sp., Geotrichum sp., Fusarium sp., Trichoderma
sp., Penicillium sp., e Rhizoctonia sp.. Kremer et al. (2005) e Meriles et al. (2006) relataram
uma grande frequéncia de colonizacgdo por Fusarium sp em solos contendo glifosato.

Krzysko-Lupicka e Sudol (2008), em um experimento com fungos autoctones em solo
tratado com solucdo aquosa de glifosato constararam que fungos do género Fusarium
(Fusarium solani e Fusarium oxysporum) possuiam alta tolerancia contra as doses aplicadas de
glifosato (0,5 a 2,0 mM). Carranza et al. (2016) estabeleceram em seus estudos que cepas de
Aspergillus isoladas de campos destinados a producdo de milho e soja, localizados no sulde
Cordoba, Argentina, podem se desenvolver in vitro na presenca de glifosato, especialmente
quando € usado como Unica fonte de fosforo ou nitrogénio.

Roca et al. (2008) foram pioneiros em um estudo sobre a resisténcias de fungos
basidiomicetos a pendimetalina, os autores isolaram 10 espécies fungicas (Agaricus bisporus,
Agrocybe aegerita, Armillaria mellea, Fistulina hepatica, Fomes fomentarius, Ganoderma
australe, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Polyporus varius, Schizophyllum

commune) de amostras de solos do sul da Italia. Esses microrganismos foram cultivados em
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meios de cultura com 0, 100 e 500 ppm de pendimentalina e todos os fungos isolados exibiram
uma certa tolerancia a pendimetalina e o crescimento fungico diminuiu com o aumento da

concentracdo do herbicida, assim como ocorreu no presente estudo.

5.3 AplicacBes do crescimento micelial fingico em processos biotecnolégicos em meio de
cultura contaminado com atrazina, glifosato e pendimetalina

Em meio de cultura contaminado com atrazina, observou-se que Fusarium verticillioide
diferiu de Aspergillus fumigatus e Penicillium citrinum apresentando maior MCM (Figura 8).
Na concentragdo 0 pg mL* o crescimento foi de 4,05 cm, e nas concentragfes 10 e

20 pg mL* as médias foram 2,95 e 2,91 cm respectivamente (Figura 9).

Figura 8. Médias de crescimento micelial em meio de cultura contaminado com atrazina
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%
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Figura 9. Médias de crescimento micelial nas concentracdes 0, 10, 20, 50 e 100 pug mL™* de
atrazina
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%

No desdobramento dos fungos dentro de cada nivel de concentracfes de atrazina, ndo
houve diferenca significativa na concentracéo 0 pg mLt. Aspergillus fumigatus e Fusarium
verticillioides apresentaram MCM estatisticamente iguais em 0, 10 e 20 pg mL. Fusarium

verticillioides mostrou maior MCM em 50 e 100 pg mL (Tabela 8).

Tabela 8. Desdobramento dos fungos dentro de cada nivel de concentracdes de atrazina

Concentragdes
Fungos OpgmL?t 10pugmL?t 20pugmL?t 50 ugmL?t 100 pg mL?
A. fumigatus 3,88 a 3,02a 2,70 a 1,18 b 0,32 b
F. verticillioides 4,00 a 3,58 a 3,40a 2,56 a 2,84 a
P. citrinum 4,26 a 2,26 b 2,62 b 1,16 b 0,82 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%

No desdobramento concentracBes de atrazina dentro de cada nivel de fungos, nédo
houveram diferencas significativas em 0 pg mL?* Em 0, 10 e 20 yg mL* Fusarium
verticillioides apresentou MCM estatisticamente iguais, porém em 10 e 20 pg mL™* os fungos

ndo diferiram entre si (Tabela 9).
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Tabela 9. Desdobramento das concentracdes de atrazina dentro de cada nivel de fungos

Fungos
Concentragoes (ug mL™?) A. fumigatus F. verticillioides P. citrinum
0 3,88 a 4,00 a 4,26 a
10 3,02b 3,58 ab 2,62Db
20 2,70 b 3,40 ab 2,26 b
50 1,18c 2,84 bc 1,16 ¢
100 0,32 d 2,56 C 0,82 ¢

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%

O fungo Fusarium verticilliodes apresentou maior valor de MCM em meio de cultura
contamiando com glifosato (Figura 10). Os melhores resultados para as MCM nas
concentraces se deram em 0 pg mL? (2,56 cm) seguido da concentragdo 10 pg mL*
(2,33 cm) (Figura 11).

Figura 10. Médias de crescimento micelial em meio de cultura contaminado com glifosato
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Figura 11. Médias de crescimento micelial nas concentragdes 0, 10, 20, 50 e 100 pug mL™* de
glifosato
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%

No desdobramento dos fungos dentro de cada nivel de concentracdes de glifosato,
Penicillium citrinum apresentou maior MCM em 10 pg mL%, esse fungo também apresentou
maior MCM em 20 pg mL* ao lado com Fusarium verticillioides, sendo estatisticamente
iguais. Em 50 e 100 pug mL! Fusarium verticillioides foi o Unico capaz de se desenvolver.
(Tabela 10).

Tabela 10. Desdobramento dos fungos dentro de cada nivel de concentra¢Ges de glifosato

Concentracoes
Fungos OpgmL? 10pgmL?t 20pgmL?t 50 pugmLt 100 pg mL?t
A. fumigatus 3,88 a 3,12 b 1,42 b 0,00 b 0,00 b
F. verticillioides 4,34 a 2,90Db 2,40 a 1,52 a 1,68 a
P. citrinum 4,20 a 4,86 a 2,60 a 0,00 b 0,00 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%

No desdobramento concentracGes de glifosato dentro de cada nivel de fungos, ndo
houveram diferencas significativas em 0 e 10 ug mLt. Em 20 pg mL* Fusarium verticilliodes
apresentou maior MCM, esse fungo foi o Unico capaz de desenvolver-se em 50 e 100 pg mL™*
(Tabela 11).
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Tabela 11. Desdobramento das concentracdes de glifosato dentro de cada nivel de fungos

Fungos
Concentragoes (ug mL™?) A. fumigatus F. verticillioides P. citrinum
0 3,88 a 4,34 a 4,86 a
10 3,12b 2,90b 4,20 b
20 1,42 ¢ 2,40 b 2,60 c
50 0,00 d 1,68 ¢ 0,00d
100 0,00 d 152¢ 0,00 d

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%

Em meio de cultura contaminado com pendimetalina, Fusarium vercitilliodes e
Aspergillus fumigatus apresentaram valores de MCM maiores e estatisticamente iguais, com
1,48 e 1,52 cm respectivamente (Figura 12). As MCM para as concentragdes, foram mais

acentuadas em 0 pg mL* (3,94) seguidas da concentragdo 10 pg mL*(2,06) (Figura 13).

Figura 12. Médias de crescimento micelial em meio de cultura contaminado com
pendimetalina
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Figura 13. Médias de crescimento micelial nas concentragdes 0, 10, 20, 50 e 100 pg mL™* de
pendimetalina
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%

No desdobramento dos fungos dentro de cada nivel de concentracdo de pendimetalina
Aspergillus fumigatu e Fusarium verticillioides apresentaram MCM estatisticamente iguais em

0, 10 e 20 pg mL-1. Néo houve crescimento micelial em 50 e 100 pug mL* (Tabela 12).

Tabela 12. Desdobramento dos fungos dentro de cada nivel de concentracdes de
pendimentalina

Concentragdes
Fungos OpgmL? 10pugmL? 20pugmL?t 50pugmLt 100 pg mL?
A. fumigatus 3,80 a 2,46 a 1,32 a 0,00 0,00
F. verticillioides 4,10 a 2,20 a 1,10 a 0,00 0,00
P. citrinum 3,92 a 1,52 b 0,00 b 0,00 0,00

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%

No desdobramento das concentra¢des de pendimentalina dentro de cada nivel de fungos,
as maiores MCM se deram em 0 pg mL%, sequida de 10 pg mL™1. Os fungos ndo apresentaram
MCM em 50 e 100 pg mLt. Na concentragdo 20 pg mL* Penicillium cintrinum ndo se

desenvolveu (Tabela 13).
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Tabela 13. Desdobramento das concentraces de pendimetalina dentro de cada nivel de fungos

Fungos
Concentragoes (ug mL™?) A. fumigatus F. verticillioides P. citrinum
0 3,80a 4,10 a 3,92a
10 2,46 b 2,20b 1,52 b
20 1,32¢ 1,10 c 0,00 c
50 0,00 d 0,00 d 0,00 c
100 0,00 d 0,00 d 0,00 c

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a p<0,05%

5.3.1 Crescimento relativo

Os resultados das taxas de crescimento de relativo (TCR) demostram que as MCM
tendem a decrescer com o0 aumento da concentracdo dos herbicidas (Figura 14). A concentracdo
20 pg mL* é a mais favoravel para o crescimento dos fungos em meio de cultura contaminado
com atrazina, exceto para Fusarium verticillioides que apresentou maior crescimento na
concentracdo 10 pg mL* (Figura 14 A). A concentragdo 10 pg mL é a mais favoravel para os
microrganismos em meio de cultura contaminado com dos herbicidas glifosato e pendimetalina,
conforme a Figura 14 B e Figura 14 C.

Figura 14. TCR (%) dos fungos em meio de cultura contaminado com atrazina, glifosato e
pendimetalina nas concentragdes 0, 10, 20, 50 e 100 pug mL™, apés 3 dias de incubacédo
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(A) TCR (%) dos fungos em meio de cultura contaminado com atrazina (B) TCR (%) dos fungos em meio de
cultura contaminado com glifosato (C) TCR (%) dos fungos em meio de cultura contaminado com pendimetalina
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5.3.2 Inibigdo maxima

Os resultados a seguir demonstram as taxas de inibicdo maxima (TIM), os sinais
negativos indicam a estimulagdo do crescimento (Figura 15). Em meio de cultura contaminado
com atrazina e glifosato, os fungos apresentaram T1M na concentragdo 50 pg mL2, observando-
se 0 aumento da inibicdo do crescimento nas concentragdes 50 e 100 ug mL* conforme a Figura
15 A e Figura 15 B. Em meio de cultura contaminado com pendimentalina, a concentragdo com
maior TIM foi a de 20 pg mL%, com inibicdo total de crescimento nas concentragdes 50 e
100 ug mL* (Figura 15 C).

Figura 15. TIM (%) dos fungos em meio de cultura contaminado com atrazina, glifosato e
pendimetalina nas concentragdes 0, 10, 20, 50 e 100 pug mL™, apés 1 dia de incubacéo
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(A) TIM (%) dos fungos em meio de cultura contaminado com atrazina (B) TIM (%) dos fungos em meio de
cultura contaminado com glifosato (C) TIM (%) dos fungos em meio de cultura contaminado com pendimetalina

Nos estudos de biodegradacdo de xenobidticos por fungos, o crescimento micelial em
meio de cultura contaminado é considerado uma ferramenta Util para estabelecer o possivel
potencial de biodegradacdo de cepas fungicas (TAMILSELVAN et al., 2014). Fungos dos
géneros Aspergillus e Fusarium, tém acdo sobre herbicidas e sdo capazes de degrada-los em
taxas acima de 68% do produto aplicado (MOHAMED et al., 2011). O fungo Fusarium
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verticillioides apresentou bom crescimento para os trés herbicidas neste trabalho, enquanto
Aspergillus fumigatus apresentou maior MCM em meio contaminado com pendimentalina.

Sene et al. (2010) mostraram que fungos de solo como Aspergillus spp., Rhizopus spp.,
Fusarium spp. e Penicillium spp. tem a capacidade de degradar parcialmente a atrazina.
Barberis et al. (2018) indicaram que as cepas de Aspergillus oryzae sao tolerantes a altos niveis
de atrazina, e pode ser considerada potencial agentes de biorremediacdo. Um fungo do mesmo
género, Aspergillus fumigatus, apresentou tolerancia a todas as concentracfes de atrazina
utilizados neste estudo, porém as concentragdes 50 e 100 pg mL* dos herbicidas glifosato e
pendimetalina foram limitantes para o desenvolvimento desse microrganismo.

Krzysko-Lupicka e Orlik (1997) utilizaram o herbicida glifosato como agente de selecéo
para isolar cepas flngicas capazes de degradar esse composto, no estudo houve a predominancia
de Mucor, Trichoderma e Fusarium em meios contendo glifosato. No presente experimento, o
fungo Fusarium verticillioides apresentou 6timo crescimento micelial na presenca de glifosato,
utilizando o herbicida como fonte de carbono.

Em meio de cultura agar-glicose-czapek o glifosato exerceu um aumento significativo
na contagem de fungos Acremonium strictum, Aspergillus fumigatus e Penicillium glabrum,
porém Penicillium f uniculosum foi completamente eliminado em placas com meio de cultura
contaminado com 46 pg mL?! de glifosato (ABDEL-MALLEK et al. 1993). O fungo
Aspergillus fumigatus apresentou a menor MCM em meio contaminado com glifosato nesta
pesquisa.

Em um estudo realizado por Pinto et al. (2012) os fungos Fusarium oxysporum e
Aspergillus oryzae foram capazes de remover pendimentalina de meio de cultura liquido, no
mesmo estudo Lecanicillium saksenae removeu 99,5% desse herbida. Kulshrestha et al. (2000)
obtiveram resultados semelhantes a Pinto et al. (2012), utilizando Fusarium oxysporum isolado
de um solo de campo tratado com pendimetalina, em experimentos laboratoriais de cultura pura
fungos dos géneros citados. Fungos do mesmo género, Aspergillus fumigatus e Fusarium
verticillioides, apresentaram resultados satisfatorios neste estudo, porém o crescimento desses

microrganismos foi limitado nas concentragdes 50 e 100 pg mL™.

5.4 Avaliacao da atividade de degradacdo em microcosmos

As curvas de crescimento microbiano demonstram que Aspergillus fumigatus, Fusarium
verticillioides e Penicillium citrinum se adaptaram rapidamente nos microcosmos
contaminados com atrazina e Aspergillus fumigatus e Penicillium citrinum nos microcosmos

contaminados com glifosato e pendimetalina (Figura 16). Durante a adaptacao (fase lag), que
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ocorreu no primeiro dia para todos os tratamentos, as células se encontraram em um estado de
laténcia, porém com alta atividade metabolica. A partir do quinto dia as células dos fungos
iniciaram o processo de divisao (fase log), sendo esse o0 periodo de maior atividade metabdlica.
Entre cinco e 10 dias a velocidade de crescimento diminuiu (fase estacionaria), nessa
fase a morte celular equivale ao surgimento de células novas e a populacdo microbiana se torna
estavel, porém a atividade metabolica decresce. A partir do décimo dia observou-se a fase de
declinio com a morte dos microrganismos, essa fase continua até que a populagdo tenha
diminuido ou desaparecido totalmente, pois ndo ha mais herbicida como fonte de carbono.
Nos microcosmos contaminados com atrazina Penicillium citrinum ndo apresentou
declinio em 15 dias, 0 que indica que ap0s esse periodo ainda havia atrazina ou produtos de
degradacdo, entretanto, para que isso seja confirmado sdo necessarios estudos posteriores
(Figura 16 A). N&o houve liberacdo de CO, por Fusarium verticillioides nos microcosmos
contaminados com glifosato e pendimetalina, indicando que esse fungo ndo foi capaz de

metabolizar esses herbicidas, como demonstrado na Figura 16 B e Figura 16 C.

Figura 16. Concentragdo de CO; evoluido pelos fungos em microcosmo com solo contaminado
com 50 pug mL 1 de atrazina, glifosato e pendimetalina apés 5, 10 e 15 dias
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(A) Concentracdo de CO, evoluido pelos fungos em microcosmo com solo contaminado com atrazina (B)

Concentracdo de CO, evoluido pelos fungos em microcosmo com solo contaminado glifosato (C) Concentragdo
de CO; evoluido pelos fungos em microcosmo com solo contaminado com pendimetalina.
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O fungo Fusarium verticillioides apresentou uma menor taxa de liberacdo de CO; para
atrazina e nédo apresentou liberacdo de CO; para glifosato e pendimetalina, contrariando as
analises de crescimento micelial em que esse microrganismo apresentou bom desempenho para
os trés herbicidas. Isso pode ter ocorrido pela alta concentracdo dos herbicidas nos
microcosmos, ja que 50 pg mL! foi limitante para o desenvolvimento desse fungo em meio
contendo glifosato e pendimetalina.

As curvas de crescimento microbiano apresentadas na figura 17, demonstram que ap6s
cinco, 10 e 15 dias os consorcios Fv-Af, Fv-Pc e Af-Pc inoculados nos microcosmos
contaminados com atrazina apresentaram liberacdo de CO; indicando a biodegradacdo desse
herbicida, Af-Pc apresentou maior taxa de CO». O consorcio Af-Pc ndo se mostrou eficiente na
metabolizacdo de glifosato e pendimetalina nos microcosmos, apresentando inibicdo de

crescimento.

Figura 17. Concentracdo de CO; evoluido pelos consorcios fungicos em microcosmo com solo
contaminado com 50 pg mL-com atrazina, glifosato e pendimetalina apds 5, 10 e 15 dias
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Chen et al. (2015) avaliaram o efeito de duas concentragcbes de atrazina, dose
recomendada (2 mg kg de solo) e cinco vezes a dose recomendada (10 mg kg* de solo), sobre
indices relacionados a comunidade bacteriana do solo, em microcosmos, durante 28 dias. Os

resultados indicaram tendéncia de pequena reducdo na diversidade microbiana comparada aos
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controles sem atrazina, porém houve aumentos tanto na mineralizac&o de nitrogénio quanto na
nitrificacdo em comparagdo com os controles (sem aplicacdo de atrazina).

Bonfleur et al. (2015) relataram que a aplicacdo de atrazina tendeu a reduzir
temporariamente a biomassa microbiana e aumentar a mineralizacdo de carbono do solo e o
quociente metabdlico da microbiota, indicando situacéo de estresse causada pela toxicidade da
atrazina. Vryzas et al. (2007) observaram que a atrazina recentemente aplicada esta acessivel a
degradacdo microbiana, porém, no estudo, o herbicida ndo foi completamente mineralizado e
permaneceu associado ao solo na forma extraivel. Nos estudos de Jablonowski et al., (2009) na
Alemanha, a atrazina e seus residuos foram extraidos de solos mesmo depois de mais de duas
décadas apos a ultima aplicacdo deste herbicida.

A mineralizacdo da atrazina por um Unico microrganismo é menor quando comparada
com consércio, empregando dois ou mais organismos (SENE et al., 2010). Porém, Chirnside et
al. (2009) comprovaram que ap6s 160 dias um consércio microbiano ndo foi capaz de
mineralizar esse herbicida completamente.

Um comportamento semelhante foi observado no presente estudo, Aspergillus
fumigatus e o consorcio Fv - Pc ndo foram capazes de metabolizar a atrazina completamente
em 15 dias, assim como o fungo Penicillium citrinum nos microcosmos contaminados por
pendimetalina. Esses dois herbicidas tém alta capacidade de sorcdo em solos, além disso, esse
fato pode ser explicado pelo tempo em que ficaram incubados nos microcosmos, podendo nao
ter sido suficiente para a completa mineralizagéo.

A atividade microbiana do solo tem papel fundamental na degradacdo do glifosato,
determinando sua persisténcia no ambiente. Os solos com uma microbiota mais ativa,
possibilitam uma dissipacdo mais rapida do herbicida aplicado. Em um estudo sobre a
biodegradacdo do glifosato em dois tipos de solo (Podzolico vermelho-amarelo e Latossolo
vermelho) durante 32 dias, Araujo (2002) observou aumento da atividade microbiana ap6s a
aplicacdo desse herbicida. Andréa et al. (2003) concluiram que biomineralizacdo do glifosato
diminuiu com o aumento de aplicagGes, indicando efeito desse herbicida sobre a atividade
microbioldgica do solo.

Busse et al. (2001) avaliaram a toxicidade de glifosato sobre a comunidade microbiana
do solo e observaram que a atividade microbiana foi estimulada com a presenca do composto,
entretanto a respiragdo microbiana foi estimulada em altas doses do herbicida. Strange-
Hansen et al. (2005) afirmaram que a degradacdo do glifosato no ambiente do solo é um
processo cometabolico e a taxa de decomposicdo deve depender da atividade geral das

populacdes microbianas, do tipo de solo e das condigdes ambientais.
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Kocarek et al. (2015) em um estudo sobre a degradacdo de pendimetalina em um
chernossolo héplico, sob condigdes controladas, ndo observaram efeito algum da pendimetalina
sobre a quantidade ou atividade dos microrganismos do solo. Mas foi observado que os fungos
Aspergillus fumigatus e Penicillium citrinum utilizaram esse herbicida como fonte de carbono
nesta pesquisa.

Nayak et al. (1994), investigaram o efeito de pendimetalina nas populagdes de bactérias
do solo, fungos e actinomicetos em solo franco-arenoso. Esse estudo concluiu que a
pendimetalina reduziu os fungos do solo em 19%, apos 25 dias.

Rodrigues (2013) utilizou fungos isolados de solos contaminados, sendo estes Fusarium
oxysporum, Lentinula edodes, Paecilomyces variotti e Trichoderma viride, para remover 0s
agrotéxicos pendimetalina, terbutilazina, difenoconazol e diflufenicdo de uma biomistura
contaminada por esses agrotdxicos, a remocdo de pendimetalina por Fusarium oxysporum foi
de 99,7% da concentracdo inicial (70 mg Kg* de solo) ao fim de 120 dias. A biomistura
consistiu em 500 g de solo contaminado, 10 g de cortica e os isolados fungicos. A literatura
apresenta poucos relatos sobre a degradacdo da pendimetalina por microrganismos do solo
(VEENA et al., 2010).

No presente estudo, os fungos Aspergillu fumigatus e Penicillium citrinum foram
capazes de mineralizar o glifosato em 15 dias, porém esses fungos consorciados tiveram um
efeito de inibi¢cdo nos microcosmos, 0 mesmo resultado foi observado para esse consorcio nos
microcosmos na presenca de pendimetalina.

Uma hipGtese para explicar tais resultados, seria que a aplicacdo de uma quantidade
excessiva de nutrientes, no caso 0s herbicidas, sobre as necessidades metabolicas de
microrganismos pode resultar na diminuicdo da atividade de biodegradacédo
(NIKOLOUPOLOU e KALOGERAKIS, 2009). Porém, ndo houve inibi¢do do crescimento dos
fungos quando inoculados individualmente nos microcosmos, na mesma concentragdo dos
herbicidas quando inoculados em consércio.

O antagonismo entres esses fungos, pode ser considerado, pois provoca a inibigdo do
crescimento. Segundo Pelczar Jr. (1996), em alguns casos as interacdes entre microrganismos
sdo benéficas para uma ou mais espécies envolvidas; em outros, as interacbes podem ser
inibitérias. Em competi¢des microbianas por nutrientes disponiveis no solo, os microrganismos
podem formar produtos metabdlitos toxicos, como enzimas e substancias ndo-volateis, que
inibem o crescimento e o desenvolvimento de outros microrganismos (ORTIZ e ORDUZ,
2000). Isso pode ter ocorrido para o consércio Af-Pc, no entanto, sdo necessarios maiores

estudos para entender o processo de antagonismo entre esses dois fungos.
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5.5 Avaliacao do teste de genotoxicidade com Allium cepa

A figura 18 apresenta as divisOes e alteracGes celulares que ocorreram ap6s a aplicagdo
dos tratamentos. Foram observadas 12.500 células (250 células por unidade experimental) e
ocorreu apenas divisdo celular desorganizada na fase metafase. Ndo foram encontradas
ocorréncias de alteracdes nas divisdes celulares das células expostas aos elutriatos de solo na
concentracdo 0 g mL* dos herbicidas. O ciclo celular foi analisado e os resultados obtidos
para os tratamentos das células de Allium cepa expostas aos elutriatos de atrazina, glifosato e

pendimetalina estdo descritos nas tabelas 14, 15 e 16 respectivamente.

Figura 18. DivisOes e alteragdes celulares em raizes de Allium cepa tratadas com elutriatos dos
herbicidas atrazina, glifosato e pendimentalina

-

(F) Metéfase desorganizada

Tabela 14. Células de Allium cepa expostas ao elutriato de solo contaminado com atrazina

Tratamentos T Fv-Af Fv-Af T Fv-Pc Fv-Pc T Af-Pc Af-Pc
Interfase 780 898 796 839 795 822
Préfase 432 319 438 391 430 397
Metafase 12 9 4 11 8 11
Anéafase 17 11 7 3 10 10
Tel6fase 9 13 5 6 7 10

Total de células 1250 1250 1250 1250 1250 1250
Alteracdes celulares 0 6 0 5 0 6
IM (%) 37,6 28,2 36,3 29,1 36,4 34,2
OAC (%) 0 1,8 0 1,4 0 1,3

T (testemunha). Fv-Af (Fusarium verticillioides - Aspergillus fumigatus). Fv-Pc (Fusarium verticillioides -
Penicillium citrinum). Af-Pc (Aspergillus fumigatus - Penicillium citrinum)



Tabela 15. Células de Allium cepa
expostas ao elutriato de solo contaminado
com glifosato

Tratamento T Af-Pc Af-Pc
Interfase 805 827
Profase 408 396
Metafase 18 7
Anafase 12 9
Tel6fase 7 11
Total de células 1250 1250
Alteracgdes celulares 0 3
IM (%) 35,6 33,8
OAC (%) 0 0,7

T (testemunha). Af-Pc (Aspergillus fumigatus +
Penicillium citrinum)
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Tabela 16. Células de Allium cepa
expostas ao elutriato de solo contaminado
com pendimetalina

Tratamento T Af-Pc Af-Pc
Interfase 806 855
Profase 415 375
Metafase 12 3
Anéfase 9 10
Tel6fase 8 7
Total de células 1250 1250
Alteracdes celulares 0 7
IM (%) 35,5 31,6
OAC (%) 0 1,8

T (testemunha). Af-Pc (Aspergillus fumigatus +
Penicillium citrinum)

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para IM das células expostas ao

elutriato de solo contaminado com atrazina (Figura 19). Observa-se que em 0 pg mL™* os IM

foram maiores que nos tratamentos com 50 pg mL*. H4 uma diminuicdo da divisdo celular ao

aumentar a concentracao, o que indica que o herbicida interferiu na proliferacdo celular.

Figura 19. Médias do indice mitdtico (%) das células expostas ao elutriato de solo contaminado
com atrazina nas concentracdes 0 e 50 pug mL1, ap6s 24 horas
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Fisher a p<0,05%
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O IM das células expostas ao elutriato de solo contaminado com glifosato e tratado com
0 consorcio Af-Pc demonstra que ndo houve a influéncia do herbicida (Figura 20 A). Os
resultados para os tratamentos com raizes de Allium cepa expostas ao elutriato de solo
contaminado com pendimetalina e tratado com o consércio Af-Pc, indicam que o herbicida foi

capaz de interferir na proliferacéo celular, pois o teste mostrou-se significativo (Figura 20 B).

Figura 20. Médias do indice mitdtico (%) das células expostas ao elutriato de solo contaminado
com glifosato e pendimetalina nas concentracdes 0 e 50 pug mL™, apds 24 horas
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N&o foi possivel realizar o teste estatistico para a ocorréncia de alteracdo celular (OAC)
nas raizes de Allium cepa que estiveram expostas ao elutriato dos herbicidas, tendo em vista
que ndo houve OAC na concentragdo 0 pg mL™%, como era esperado, porém na concentragéo
50 ug mL* foi observado alteragdes celulares para os trés herbicidas.

A OAC variou nos tratamentos para o elutriato contamindo com atrazina, a OAC foi
menor para as células expostas ao elutriatro contaminado com glifosato e tratado com o
consorcio Af-Pc. O indice de OAC para o elutriato contaminado com pendimetalina e tratado
com Af-Pc foi igual ao indice encontrado no tratamento com o consorcio Fv-Af na presenca de
atrazina (Tabelas 14, 15 e 16).

Os herbicidas apresentam capacidade de interferir diretamente na divisdo celular de
plantas, no alongamento e/ou na diferenciacéo celular, causando distarbios no funcionamento
das raizes ou dos tecidos vasculares. Ja nos animais, 0s herbicidas podem atuar em diversos
tecidos ou Orgdos, estando, muitas vezes, associados a processos tumorigénicos
(NATARAJAN, 2002).

Segundo Cotelle et al. (1999), o teste de Allium cepa promove um diagndstico rapido
sobre reacgdes causadas por herbicidas. H& indicios de severa inibi¢cdo no indice mitético de
células de Allium cepa, quando estas sdo submetidas ao solo contaminado por varios metais
pesados e herbicidas. Alguns herbicidas tém uma acdo comprovada na inducdo de efeitos
clastogénicos e aberracdes cromossdémicas em testes com Allium cepa.

Em um estudo realizado por Bolle et al. (2004) a atrazina produziu um aumento
relacionado a concentracdo no nimero total de aberragbes cromossémicas em células de Allium
cepa, detectando atraso no indice mitético em relacdo a testemunha e alterag@es celulares nas
concentracdes acima 5 g L, que sdo provavelmente concentracdes encontrada em um local
comum de contaminacdo por atrazina. Estes dados estdo de acordo com estudos em que
3 g L1 de atrazina causaram heterogeneidade cromossémica em células (RAYBURN et al.,
2001). O indice mitotico encontrado nos tratamentos com atrazina, no presente estudo, também
apresentaram atraso comparado a testemunha.

Srivastava e Mishra (2009) em um estudo sobre os efeitos citogenéticos do herbicida
atrazina, nas concentracoes 15, 30 e 60 mg L1, em células meristematicas das raizes de Allium
cepa e Vicia faba observaram que apds 24 horas de exposic¢do das raizes ao herbicida ouve a
inibicdo do indice mitdtico e a formagdo de micronlcleos em ambos os sistemas testados,
também houve o aumento das aberracdes cromossémicas.

Ainda citando Srivastava e Mishra (2009), o nimero de aberragbes aumentou com o

aumento da concentracdo de atrazina, para Allium cepa, a porcentagem das aberragfes foram
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4,33% para 15 mg L, 5,33% para 30 mg L™ e 6,43% para 60 mg L™, valores altos comparados
as ocorréncias de alteracdo celulares apresentados no presente estudo e o indice mitético foi de
5,2% para 15 mg L%, 5,9% para 30 mg L e 7,1% para 60 mg L.

Apo0s 24 horas, as células de Allium cepa utilizadas nesta pequisa, também apresentaram
alteracds celulares, porém em menor indice em comparacao ao trabalho citato, o que indica que
0s consorcios fungicos degradaram a atrazina quase que completamente, pois ainda houve
ocorréncia de alteracdo celular, porém em niveis baixos.

Segundo ANVISA (2005), ensaios de mutagenicidade e genotoxicidade tém sido
negativos para glifosato. A baixa toxicidade dessa molécula pode ser devida a sua modalidade
bioguimica de acdo em um caminho metabolico nas plantas, chamado mecanismo do &cido
chiquimico, similar ao existente em alguns microrganismos (SILVA et al., 2005a). Giesy et al.
(2000) verificaram que o glifosato quando utilizado nas doses recomendadas ndo causa
alteracdes sobre a microbiologia do solo.

Em contrapartida, estudos observaram uma alta genotoxicidade do glifosato em diversos
organismos, como plantas (ALVAREZ-MOYA et al., 2011). Efeitos toxicos e genotdxicos do
glifosato foram descritos para células de Allium cepa por Kriger (2009). Barzotto et al. (2017)
encontraram um aumento significativo de anormalidades nas fases anafase e tel6fase,
relacionadas com o aumento das concentracdes de glifosato, bem como uma significativa
reducdo no indice mitdtico nas concentragdes de 130 ul L e 260 ul L, quando comparados
aos resultados das cebolas do controle.

Neste trabalho o indice mitético nas células tratadas com o elutriatro contaminado com
glifosato e tratado com o consorcio Af-Pc, ndo apresentaram diferencas significativas e a
ocorréncia de alteracdo celular foi baixa, confirmando os resultados das pesquisas realizadas
pela ANVISA (2005), por Silva et al. (2005a) e por Giesy et al. (2000).

Né&o foram encontrados trabalhos avaliando o efeito citotoxico da pendimentalina. No
entanto, Tomlin (2011) afirma que esse herbicida quando absorvido por raizes e folhas, inibe a
divisdo celular e o alongamento celular. A ocorréncia da alteracdo celular para o tratamento
com o elutriato contaminado com pendimetalina e tratado com o consorcio Af-Pc foi alta entre
0s tratamentos, como nédo houve a mineralizacdo desse composto nos microcosmos, visto que
ndo houve a liberacao de CO- pelo consorcio, supde-se que a pendimentalina causou alteracbes

nas células analisada.
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6 CONCLUSOES

Dos fungos isolados, Aspergillus fumigatus, Fusarium verticillioides e Penicillium
citrinum mostram-se resistentes e aptos a degradacdo dos herbicidas atrazina, glifosato e
pendimetalina.

O fungo Fusarium verticillioides apresenta maior média de crescimento micelial em
meio de cultura contaminado com atrazina, nas concentracdes 10 e 20 ug mL™%, e glifosato, na
concentracéo 10 pg mL™.

Em meio de cultura contaminado com pendimetalina os fungos Fusarium vercitilliodes
e Aspergillus fumigatus apresentam as maiores médias de crescimento micelial e o crescimento
é mais acentuado em 10 pug mL2.

Nos experimentos em microcosmos, 0s consorcios Fusarium verticillioides e
Aspergillus fumigatus, Fusarium verticillioides e Penicillium citrinum e, Aspergillus fumigatus
e Penicillium citrinum apresentam capacidade de metabolizar o herbicida atrazina, porém,
Aspergillus fumigatus e Penicillium citrinum demonstra maior eficiéncia.

Nos microcosmos contaminados com glifosato e pendimetalina, o consércio Aspergillus
fumigatus e Penicillium citrinum apresenta inibicdo de crescimento e ndo se mostra eficiente
para metabolizar esses herbicidas.

No teste de genotoxicidade, oberva-se atraso no indice mitético das células de Allium
cepa expostas ao elutriato de solo contaminado com atrazina e pendimentalina na concentracéo
50 pug mL%, apds o experimento em microcosmos. As células expostas ao elutriato de solo
contaminado com glifosato na concentragdo 50 g mL* e tratado com o consércio Aspergillus
fumigatus e Penicillium citrinum ndo apresentam atraso no indice mitotico.

Foram encontradas apenas divisdo celular desorganizada na fase metafase das células
expostas aos elutriatos de solo na concentracdo 50 pg mL* dos trés herbicidas. As alteracdes

ocorridas foram consideradas baixas, indicando que ha a degradacéo de parte dos herbicidas.
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