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RESUMO

A atrazina (ATZ) é um herbicida muito comum utilizado para o controle de plantas
daninhas, porém é capaz de permanecer por longos periodos no solo e ambientes
aquaticos. Uma das formas de remover a ATZ do ambiente é através da
biorremediacao, utilizando fungos e bactérias. No entanto, sua degradacdo pode
gerar residuos toxicos, assim, é necessario a avaliacdo da toxicidade dos metabdlitos
gerados apds a biodegradacdo. De acordo com a literatura, o pepino (Cucumis
sativus) se mostrou um 6timo modelo vegetal para a andlise da fitotoxicidade e foi
selecionado, no presente trabalho, para a avaliacdo da toxicidade do processo de
biodegradacdo da ATZ pelos fungos Clonostachys rosea CCMIBA R018,
Purpureocillium lilacinum CCMIBA _R014, e Bjerkandera sp. CCMIBA_R111,
pertencentes a Colecdo de Cultura de Micro-organismos de Importancia
Biotecnolégica e Ambiental (CCMIBA). Os fungos foram reativados e cultivados em
meio malte 2 % (MA2) na presenca e auséncia da atrazina (10 mg), por dez dias a 28
°C. ApoOs o crescimento, a biomassa foi quantificada (peso seco) e o sobrenadante
separado para avaliacdo da toxicidade. As sementes de C. sativus foram pré-tratadas
e cultivadas com cinco (5) ml de cada tratamento do fungo, em seguida, foram
mantidas em temperatura ambiente, durante nove dias. O crescimento das radiculas
e hipocétilos foram mensurados para o calculo da porcentagem de inibicdo
(toxicidade). O peso seco da biomassa dos fungos C. rosea CCMIBA R018 e P.
lilacinum CCMIBA_R014 mostraram resultados favoraveis, sem alteracdo do
crescimento. J& Bjerkandera sp. CCMIBA R111 apresentou crescimento
significativamente menor (p<0,05) na presenca de ATZ, indicando sensibilidade ao
herbicida. Da mesma forma, para os testes de toxicidade, o tratamento da ATZ por
Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 resultou na maior toxicidade (84,7 %), seguido por C.
rosea CCMIBA_R018 (80,47 %), indicando, para esses fungos, possivelmente a
formacdo de metabdlitos téxicos decorrentes da degradacdo. Enquanto, para P.
lilacinum CCMIBA_RO014 nao houve toxicidade (0 %) do sobrenadante, indicando
eficiéncia no processo de desintoxicagdo da ATZ. Apesar do resultado positivo do uso
de C. sativus como indicador, nos testes sem ATZ (controles) identificamos, para
alguns fungos, que a presenca de metabdlitos naturalmente produzidos pelos fungos
pode interferir no crescimento das sementes, mostrando que C. sativus pode ser
sensivel a presenca destes compostos fungicos. Os resultados obtidos no presente
estudo indicam que esses fungos possuem potencial para biorremediacado da ATZ e
gue o uso futuro de um consorcio entre esses trés fungos € uma promissora alternativa
para a degradacdo completa deste poluente, e consequentemente, reducdo da sua
toxicidade.

Palavras-chave: pesticidas, Cucumis sativus, biorremediacao, fungos, toxicidade.
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ABSTRACT

Atrazine (ATZ) is a common herbicide used to control weeds, but it can remain for long
periods in soil and aquatic environments. One of the ways to remove ATZ from the
environment is through bioremediation, using fungi and bacteria. However, its
degradation can generate toxic residues, so assessing the toxicity of the metabolites
generated after biodegradation is necessary. According to the literature, the cucumber
(Cucumis sativus) proved to be an excellent plant model for the analysis of
phytotoxicity and was selected, in the present work, for the evaluation of the toxicity of
the ATZ biodegradation process by the fungi Clonostachys rosea CCMIBA_RO018,
Purpureocillium lilacinum CCMIBA_R014, and Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 from
Culture Collection of Microorganisms to Biotechnological and Environmental
Importance (CCMIBA). The fungi were reactivated and then cultivated in 2% malt
medium (MAZ2) in the presence and absence of atrazine (10 mg), for ten days at 28 °C.
After growth, the biomass was quantified (dry weight) and the supernatant was filtered
and separated for toxicity assessment. C. sativus seeds were pretreated and grown in
a petri dish with five (5) ml of each fungus treatment, then kept at room temperature
for nine days. The growth of rootlets and hypocotyls was measured to calculate the
percentage of inhibition (toxicity). The dry weight of the biomass of the fungi C. rosea
CCMIBA _R018 and P. lilacinum CCMIBA_R014 in the presence and absence of ATZ
showed favorable results, with no change in growth. The fungus Bjerkandera sp.
CCMIBA _R111 showed significantly (p<0.05) lower growth in the presence of ATZ,
indicating sensitivity to the herbicide. Likewise, for toxicity tests, treatment of ATZ by
Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 resulted in the highest toxicity (84.7 %), followed by
C. rosea CCMIBA R018 (80.47 %), indicating, for these fungi, possibly the formation
of toxic metabolites resulting from degradation. While, for P. lilacinum CCMIBA_R014
there was no toxicity (0 %) of the supernatant, indicating efficiency in the ATZ
detoxification process during biodegradation. Despite the positive result of using C.
sativus as an indicator, in tests without ATZ (controls) we identified, for some fungi,
that the presence of metabolites naturally produced by fungi can interfere with seed
growth, showing that C. sativus can be sensitive to the presence of these fungal
compounds. The results obtained in the present study indicate that these fungi have
the potential for ATZ bioremediation and that the future use of a consortium between
these three fungi is a promising alternative for the complete degradation of this
pollutant, and consequently, reduction of its toxicity.

Keywords: pesticides, Cucumis sativus, bioremediation, fungi, toxicity.
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1. INTRODUCAO

O uso de pesticidas e fertilizantes, produtos quimicos sintéticos, usados para
controlar a populacao de insetos, larvas, fungos, carrapatos e plantas daninhas a fim
de diminuir a acdo danosa provocada por esses vetores, permitiu aumentar a
producdo de alimentos em uma escala nunca vista (BRASIL, 2002; INCA, 2021).
Porém, a necessidade de aumentar ainda mais a produtividade agricola, juntamente
com o uso de sementes geneticamente modificadas resistentes a esses compostos
quimicos, a fim de acompanhar o crescimento demografico, tem intensificado o uso
de pesticidas. Desta forma, esses agroguimicos tém causado um impacto significativo
Nnos ecossistemas terrestres e aquaticos, além de efeitos toxicos para os seres
humanos e morte em massa da biota ndo humana, como peixes, anfibios, abelhas,
passaros e pequenos mamiferos (CARVALHO, 2017).

Os herbicidas, agentes bioldégicos ou substancias quimicas capazes de
eliminar as espécies de ervas daninhas (ROMAN et al, 2005), foram o grupo de
pesticidas que mais se expandiram nas ultimas décadas, dentre eles, a atrazina (ATZ)
€ 0 mais amplamente utilizado no controle de plantas daninhas em diversas culturas
devido a sua praticidade de uso, baixo custo e eficicia (HE et al, 2019). A ATZ possui
estabilidade estrutural, propriedades ndo biodegradaveis e permanece por longos
periodos no ambiente devido a sua meia-vida em torno de 41 a 231 dias. Além disso,
possui alta solubilidade e mobilidade nos solos. Todos esses fatores contribuem para
gue a ATZ persista por muito tempo nas aguas superficiais e subterraneas, afetando
0 ecossistema e a saude humana (JIANG et al, 2020; HENN et al, 2020). A resisténcia
da ATZ a degradacéao se da ao fato de a molécula ser formada por um anel aromatico
heterociclico, com atomos de carbono e nitrogénio alternando, além de um atomo de
cloro, que torna a molécula bastante estavel devido a eletronegatividade deste atomo
ligado a molécula (CARBONERAS et al., 2017).

Os fungos sdo capazes de degradar naturalmente a ATZ do solo através do
processo de N-desalquilacédo, para isso podem usar 0 mecanismo de biodegradacao
intracelular, através do complexo enzimético do citocromo P450, ou por enzimas
extracelulares, dentre elas a lignina, manganés peroxidase e lacase sdo as mais
conhecidas e estudadas, sdo responsaveis por oxidar estruturas fendlicas e nao

fendlicas. A degradacdo da ATZ pelos fungos também pode ocorrer por biossorcao,
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onde biomoléculas ou a biomassa fungica se ligam e absorvem contaminantes de
solugdes aquosas (NICODEMO, 2021; NGUYEN et al, 2014; MIN et al, 2001).

A biorremediacéo, processo pelo qual organismos vivos ou seus subprodutos
sdo utilizados para recuperar areas contaminadas, tem sido estudada para o
tratamento de solos contaminados com ATZ (GONCALVES & DELABONA, 2022).
Varias técnicas in situ e ex situ foram utilizadas com sucesso para remediar esse
agrotoxico. As técnicas ex situ, caracterizam-se pelo solo escavado e transportado
para uma estagdo de tratamento (TOMEI & DAUGULIS, 2013), enquanto as técnicas
in situ promovem a degradacdo no local contaminado, essa abordagem envolve a
bioestimulacéo, bioaumentacao e fitorremediacdo (PERELO, 2010).

Apesar de importante recurso de biorremediacao, a biodegradacéao fingica em
alguns casos pode gerar residuos mais toxicos que a propria ATZ (MATIAS et al,
2021), portanto a avaliacdo da toxicidade é necessaria para investigar os possiveis
danos causados por esses metabdlitos durante um estudo de biodegradacdo. Para
isso, a andlise de fitotoxicidade, que utiliza plantas para definir se um agente é toxico
ou ndo, € uma etapa necessaria. A fitotoxicidade possui as vantagens de ser sensivel
a diferentes compostos quimicos, ter simplicidade na realizacdo dos testes, ser de
baixo custo, ser facil de manipular e armazenar (FISKESJO, 1985; PEDUTO et al,
2019). No seu crescimento as plantas absorvem grandes quantidades de elementos
essenciais e ndo essenciais, que em determinada concentracdo podem ser toxicos,
inibindo o crescimento da planta, e é dessa forma que € possivel avaliar a toxicidade
de uma substéncia (FALANGA et al, 2020).

Portanto, o presente projeto tem como objetivo avaliar a fitotoxicidade do
processo de biodegradacao da ATZ por fungos de solo utilizando Cucumis sativus

como modelo vegetal.

11
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. USO E TOXICIDADE DA ATRAZINA

Os pesticidas sdo compostos importantes capazes de permitir um aumento
consideravel na produtividade agricola, porém podem causar contaminagéo do solo,
da agua e dos alimentos, além de danos aos seres humanos e animais devido a
exposicao excessiva e uso inadequado, por essa razao, foram desenvolvidos
regulamentos que auxiliam na sua aplicacao, incluindo a dosagem certa para cada
produto quimico e épocas de aplicagdo (CARVALHO, 2017) E importante destacar
que o produto utilizado para controle de pragas e doencas nas plantacées é conhecido
mundialmente como pesticida. O Brasil foi o Unico que adotou agrotéxico como
nomenclatura propria (PASCHOAL, 2019).

O Brasil é um dos maiores produtores e exportadores de produtos agricolas,
em consequéncia disso, também & um dos maiores consumidores mundiais de
agrotoxicos, como a ATZ e o glifosato, usados para manter esse alto rendimento
agricola (GONCALVES & DELABONA, 2022). Em 2020, a ATZ esteve em 4° lugar no
ranking de ingredientes ativos mais vendidos no Brasil, com mais de 33 mil toneladas
vendidas (IBAMA, 2022).

A ATZ (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) (Figura 1) é um
herbicida utilizado para o controle de ervas daninhas principalmente nas culturas de
milho, sorgo e cana-de-acucar (KAMAZ et al, 2020), € amplamente utilizada devido a

sua eficécia, baixo custo e praticidade de uso (HE et al, 2019).

Figura 1 - Estrutura molecular da atrazina

Cl

P
A

CH,CH,NH™ N~ “NHCH(CH,),

Fonte: Javaroni et al (1999)

O mecanismo de acédo da ATZ é atraves da inibicdo do fotossistema Il das

plantas, durante a reacdo de Hill, bloqgueando o transporte de elétrons, e
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consequentemente inibindo a fotossintese. Isso gera o bloqueio na sintese de
carboidratos, reducéo na reserva de carbono e acumulo de gas carbdnico no interior
da folha. A absorcdo da ATZ pelas plantas durante a pré-emergéncia (antes do
aparecimento de plantas daninhas) ocorre principalmente pelas raizes, que
acumulam-se nos meristemas apicais e nas folhas. Na pdés-emergéncia (apds o
aparecimento da planta daninha) a ATZ entra sobretudo pelas folhas (FERNANDES
et al, 2020; Gagneten et al, 2021) (Figura 2).

Figura 2 - Mecanismo de acdo da ATZ
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transporte de
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Post-emergencia Luz i
2 \ F.X
NN 0
Al A §
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Atrazina Pre-emergencia Y204 2H
Fotosistema ll Fotosistema |

N

Raiz

Fonte: modificado de Gagneten et al (2021)

A ATZ é o pesticida detectado em maiores concentracbes nas aguas
superficiais no Brasil (ACAYABA et al, 2021; ZINI & GUTTERRES, 2021) e no mundo
(SOUZA et al, 2020). Devido a sua solubilidade (Tabela 1), a ATZ também €& capaz
de escoar para as camadas mais profundas do solo (LUO et al, 2021), além disso,
sua estabilidade quimica, periodo residual mais longo e baixa biodegradabilidade,
também contribuem para que a ATZ se acumule nos ecossistemas do solo e
permaneca por um longo tempo nas aguas superficiais e subterraneas (JIANG et al,
2020).
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Tabela 1 - Par@metros Fisico-Quimicos da Atrazina

Solubilidade em Agua (20°C) 33 mg/L
Peso molecular 215,69 g/mol
Presséo de Vapor 3,0x107 mmHg
Constante de Henry 2,69x10°% atm m3 /mol
Adsorcao em solos (Koc) 103 mg/L
log Kow 2,34

LD50 oral ratos =1869 mg/Kg

Toxicidade LC50 inalagdo> 5,8mg/L
LC50 dérmica> 2000 mg/Kg

Fonte: Pereira (2011).

A ATZ tem impacto prejudicial no solo, 4gua, animais aquaticos, plantas,
insetos, e pode afetar répteis e anfibios, além disso, esse herbicida € considerado
carcinogénico e um potente desregulador endocrino (HE et al, 2019).

A ATZ tem impacto na comunidade microbiana do solo, devido a diminui¢gdo do
teor da matéria organica, reducao da espessura da camada do solo e danos ao
microambiente ecoldgico do solo (YANG et al, 2021). Além disso, o uso indevido de
herbicidas causa pressao seletiva sobre os microrganismos, podendo resultar em
alteracdes nos processos microbianos (PILEGGI et al, 2020). Outro grupo prejudicado
pela ATZ sao as bactérias em simbiose com as popula¢gées de moluscos marinhos,
Britt et al (2020) relatou que ostras expostas a ATZ tiveram uma perda significativa de
uma espécie microbiana mutualista, posteriormente substituida por uma bactéria
patogénica, impedindo o repovoamento desta espécie de ostra. Outra espécie que
apos a exposicao a ATZ tem efeitos prejudiciais no tamanho da populacdo, sdo os
lagostins, que mostraram danos ao DNA das células das antenas, além de danos aos
neurdnios sensoriais olfativos, reduzindo suas habilidades quimiossensoriais
(ABDULELAH et al, 2019).

Além disso, varias espécies que dependem do olfato e da quimiorrecepcao
para sobreviver, como 0s girinos e os lagostins, tem seu comportamento alterado apés

exposicdo a ATZ, como comportamentos hiperativos e incapacidade de evitar sinais
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qguimicos de predadores (EHRSAM et al, 2016), alteracbes alimentares (BELANGER
et al, 2016) e interrupcdo do acasalamento (BELANGER et al, 2017).

A exposicdo a ATZ gera efeitos adversos, principalmente durante o
desenvolvimento, quando se esta mais suscetivel a substancias toxicas, relatado em
diversos modelos animais. Em estudos com peixe-zebra, a exposicdo a ATZ gera
alteracdes comportamentais em larvas em desenvolvimento (TAI et al, 2021). Uma
pesquisa utilizando uma linhagem de células de fibroblastos de peixe-zebra
demonstrou que a ATZ provoca genotoxicidade através das altera¢cdes no niumero de
copias do genoma (WIRBISKY & FREEMAN, 2017). Ha relatos também de aumento
no comprimento da cabeca observados em larvas de peixe-zebra expostas a ATZ
(WEBER et al, 2013), alterac6es na cartilagem craniofacial, no desenvolvimento do
coracdo e mineralizacdo Ossea atrasada, além de reducdo na taxa de eclosao
(WALKER et al, 2018). Testes em ratos puberes mostraram um desenvolvimento
alterado do sistema de dopamina nigroestriatal, essa alteracdo € responsavel pela
diminuicdo da neurotransmissdo dopaminérgica, ocasionando tremores e rigidez
muscular (LI et al, 2015). Esses resultados sustentam que a ATZ é toxica para o
desenvolvimento neuroldgico.

A exposicdo a ATZ também leva a alteracbes na liberacdo do horménio
luteinizante (LH), responsavel pela ovulagcédo e producéo de progesterona, através da
inibicdo do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) (FORADORI et al, 2013), em
proles masculinas de camundongos tratados com ATZ durante a gestacdo foi
observado niveis reduzidos de testosterona (STRADTMAN & FREEMAN, 2021). Em
ovos de tartarugas tratados com ATZ foi observado alteracbes na expressdo génica
do hipotalamo, com efeitos significativos nos eixos hipotalamo-hipéfise-gbnada
(HHG), responsavel pelo desenvolvimento sexual, e eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal
(HHA), importante para o sistema endécrino (RUSSART & RHEN, 2016).

Em humanos, foi relatado que o consumo de agua contaminada com ATZ
durante a gravidez resulta em reducdo do peso dos bebés ao nascer (ALMBERG et
al, 2018). Em anfibios adultos, expostos a ATZ, foi demonstrado uma fertilidade
diminuida, diminuicdo do tamanho da glandula reprodutiva e reducéo da testosterona,
em alguns casos, levando a completa feminizacdo das rds machos analisadas
(HAYES et al, 2010). Larvas de libélula azul foram analisadas quanto ao sistema

imunolégico em exposicdo a ATZ e foi demonstrado um efeito significativo na
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contagem de hemacitos e na atividade da hemolinfa fenoloxidase, podendo resultar
em dificuldade no crescimento, metamorfose e suscetibilidade a patégenos (St CLAIR
& FULLER, 2018).

Devido a esses diversos fatores, em 2003 a Unido Europeia proibiu o uso de
ATZ em razdo de sua inevitavel contaminacdo da agua (SASS & COLANGELO,
2006). Entretanto, o herbicida continua sendo usado em mais de 70 paises, entre eles
os Estados Unidos, Brasil, Argentina e China (TAN et al, 2021).

A ATZ é detectada em aguas superficiais e subterrdneas em todas as regides
onde ela é aplicada. Dessa forma, cada pais estabelece uma concentracdo maxima
permitida na agua potavel, nos Estados Unidos (EUA) é de 3,0 pg/L, enquanto na
China e no Brasil € de 2,0 ug/L, porém a quantidade de ATZ detectada ultrapassa
esse limite, devido ao seu uso continuo e abrangente (HE et al, 2019; BRASIL, 2005).
Pesquisas realizadas em fontes de agua potavel na regido centro-oeste dos EUA,
mostraram concentragcdes de ATZ superiores a 300 ug/L, durante periodos de chuva
(WIRBISKI-HERSHBERGER et al, 2017), na Europa, estudos realizados em aguas
subterraneas mostraram que o herbicida era um dos contaminantes mais comuns
encontrados, com concentracdo maxima detectada de 253 ng/L (LOOS et al, 2010).

Dessa forma, pesquisas cientificas que buscam formas de remediar os danos

causados pelos agrotoxicos sdo de extrema importancia.
2.2. BIORREMEDIAC}AO DA ATRAZINA

A biorremediacdo é um processo pelo qual organismos Vivos oOu Seus
subprodutos sao usados para degradar, remover ou transformar contaminantes de um
ambiente através do processo biolégico conhecido como biodegradacdo. Essa € uma
solucao eficaz para reduzir os impactos causados pelo uso crescente de agrotéxicos
(GONCALVES & DELABONA, 2022).

Por isso, a biorremediacdo vem sendo usada para o tratamento de muitos
poluentes ambientais, como hidrocarbonetos (TREU & FALANDYSZ, 2017), metais
pesados (CUI et al, 2021), desreguladores endocrinos, como hormdnios, fendis,
ftalatos, produtos farmacéuticos (ROCCUZZO et al, 2021) e pesticidas, como o
glifosato (KRYUCHKOVA et al, 2014), ATZ, picloram, e outros herbicidas (SANTOS
et al, 2016; HENN et al, 2020). Apesar da biorremediacédo de pesticidas ser uma
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estratégia bem estudada e compreendida, ainda nao é muito aplicada (PILEGGI et al,
2020).

A degradacado da ATZ por enzimas ligninoliticas produzidas por 13 cepas de
basidiomicetos foi investigada e observou-se que as linhagens Gloelophyllum striatum
e Agaricales alcancaram os maiores niveis de biodegradacédo, 37,3 % e 38,7 %,
respectivamente (HENN et al, 2020). Outro estudo relatou o desempenho de
Pleurotus ostreatus que degradou 82 % da ATZ, além disso foi capaz de degradar os
metabdlitos deetilatrazina (DEA) e deisopropilatrazina (DIA), potencialmente toxicos
(LOPES et al, 2020). Mougin et al (1994) demonstraram que o fungo Phanerochaete
chrysosporium reduziu 48 % da concentragdo inicial do herbicida no meio de
crescimento nos primeiros quatro dias de incubacao.

Também foi estudado a biodegradacdo da ATZ por Penicillium chrysogenum,
através de experimentos em laboratério e em microcosmos com solo. O fungo
demonstrou um potencial de degradacéao acima de 40 %, tanto a forma livre como a
imobilizada, quando a concentracdo foi de 25 mg/L de ATZ. Foi observado que a
guantidade de nitrogénio interferiu na eficiéncia de degradacéo, que desviou a rota
metabdlica para favorecer a esporulacdo. Também foi eficiente na remediacdo em
microcosmos com solo, com eficiéncia superior a 80 %. Contudo nesse estudo, P.
chrysogenum inibiu o desenvolvimento de outros microrganismos, ou seja, poderia
resultar em distarbios ecolégicos (NICODEMO, 2021).

Marinho et al (2017) verificaram a capacidade do fungo Aspergillus niger em
metabolizar a ATZ em concentracdes de até 30 mg/L em biorreatores durante oito
dias, no fim desse periodo houve reduc¢éo de 60 % do herbicida. Quando a mistura foi
suplementada com 3 g/L de glicose a biodegradacéo subiu para 72 %. Metarhizium
robertsii foi usado para a caracterizacdo do curso de biodegradacdo da ATZ, os
resultados sugeriram que a alta tolerancia do fungo esta ligada a sua capacidade de
degradacdo e a alteracdo no perfil do metaboloma e do lipidoma (SZEWCZYK et al,
2020).

O fungo de podriddo branca, Anthracophyllum discolor, também tem uma
capacidade conhecida de degradar o herbicida ATZ, dessa forma, estudos realizados
por Elgueta et al (2016) tiveram como objetivo aumentar a eficacia da degradacao,
utilizando suporte peletizado para imobilizar o fungo. Diferentes propor¢cdes de

serragem, amido, fuba e linhaga foram utilizadas para gerar trés suportes peletizados.
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A formulac&o com alto teor de linhaca teve uma proliferacéo significativamente maior
de micélios fungicos e foi possivel observar que o fungo A. discolor imobilizado teve
sua capacidade de degradacdo da ATZ aumentada.

Muitos estudos mostram o potencial fangico para a biorremediacdo da ATZ,
porém a auséncia de conhecimento da rota metabdlica gera uma lacuna quanto a
toxicidade dos compostos gerados ao longo do processo de biodegradacéo. Muitas
vezes a biodegradacdo fungica gera residuos que podem ser mais toxicos que a
prépria ATZ (MATIAS et al, 2021).

A degradacéo fungica da ATZ é realizada por rotas metabdlicas diversas, que
sdo baseados em mecanismos hidrolitico-oxidativos. Varias espécies de fungos sao
capazes de degradar a ATZ removendo sequencialmente os substituintes do anel
aromatico, onde a desalquilagdo é o primeiro passo. Nesse processo 0s fungos
produzem o0s metabdlitos desetilatrazina (DEA), deisopropilatrazina (DIA),
hidroxiatrazina (HA) e deetildeisopropilatrazina (DEDIA) que ainda mantém o anel
aromatico (HENN et al, 2020; MOUGIN et al, 1994). Outro estudo onde também foi
observado a formacdo desses quatro metabdlitos foi realizado utilizando
Cryptococcus laurentii que obteve 100% de degradacao da ATZ em nove dias. Por
meio de analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS) detectaram a formacédo dos quatro metabdlitos, HA, DEA, DIA e DEDIA durante
o processo de degradacdo da ATZ (ABIGAIL et al, 2012).

Kruger et al (1993) sugeriram uma rota metabdlica de degradacédo da ATZ no
solo (Figura 3) sob condi¢cBes saturadas e insaturadas. Foi observado os metabdlitos
DIA, DEA, HA, DEDIA, e também duas hidroxitriazinas desalquiladas,
deetilhidroxiatrazina (DEHA) e deisopropilhidroxiatrazina (DIHA). Em amostras de
solo saturadas, o metabdlito DIA mostrou ser menos persistente com meia-vida igual
a 58 dias.

Solomon et al (1996) testaram a toxicidade da ATZ e seus produtos de
transformacao (DEA, DIA, HA e diaminoclorotriazina (DAC)). Os autores perceberam,
com estudos em plantas aquaticas, que a ATZ foi mais inibidora da fotossintese do
gue seus metabdlitos, sendo sete a 10 vezes mais inibitéria para algas azuis e quatro
a seis vezes mais inibitoria para algas verdes do que o DEA, produto de transformacao

mais potente. Além disso, a ATZ foi 20 a 50 vezes mais inibitéria para algas azuis e
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sete a 13 vezes mais inibitoria para algas verdes do que DIA. DAC e HA foram

relativamente ndo tdxicos para plantas aquaticas.

Figura 3 - Rota de degradacéo da atrazina no solo
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Fonte: Kruger et al (1993)

Os fungos podem usar dois mecanismos de acédo para degradar a ATZ:
biodegradacao intracelular e enzimas extracelulares. A biodegradacéo intracelular é
realizada pelo complexo enziméatico do citocromo P450 (Figura 4). Nesse processo a
N-desalquilacéo se inicia pela transferéncia de um elétron do &tomo de nitrogénio para
um centro FeO3* do citocromo P450, liberando um céation de nitrogénio e, em seguida,

liberacdo de um hidrogénio. A N-desalquilacdo também pode se iniciar através da
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clivagem da ligacdo C-H do heteroatomo. Nos dois casos, ocorre a geracao de 1,1-
aminoalcool, que pode ser eliminado na forma de aldeido ou cetona (NICODEMO,
2021).

Figura 4 - Biodegradacao intracelular catalisada pelo citocromo P450. (SET) por transferéncia
de elétron; (HAT) pela abstracdo do atomo de hidrogénio.
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Fonte: Meyer et al (2014)

Enquanto, a degradagdo por enzimas extracelulares é realizada,
principalmente pela lacase (Lac), manganés-peroxidase (MnP) e lignina-peroxidase
(LiP). As lacases sdo oxidases que possuem quatro atomos de cobre (Cu) em seu
sitio ativo, a oxidacao se inicia pela reducdo de Cu?* em Cu*. No fim, ocorre a reducédo
de O2 em H20. Na primeira etapa do ciclo da LiP, ocorre a oxidacao do ferro (Fe) pela
acdo do H202, que leva a enzima a um estado de oxidacao deficiente em dois elétrons,
chamado Composto |, em seguida, reducado deste composto para formar o Composto
II, e por fim, reducdo para a forma nativa, sendo o alcool veratrilico o doador de
elétrons. O ciclo catalitico do MnP é semelhante ao da LiP, com a diferenca de que
o doador de elétron é um Mn?* (FARIA, 2010).

Além da degradacéo intracelular e extracelular, os fungos podem realizar a
biorremediacéo através da biossorgéo, que é definida como a propriedade de certas
biomoléculas ou biomassas de se ligar e concentrar os poluentes de solucbes
aquosas. Nos fungos a biossorcéo ocorre na parede celular de leveduras ou micélios
(ESCUDERO et al, 2019). A biossorgéo consiste na adsor¢gao de metais pesados, 0s
fertilizantes e agrotoxicos contém metais pesados na sua composi¢ao, sendo esses

compostos adsorvidos pelos micélios dos fungos (GONCALVES JR et al, 2000).
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2.3. FITOTOXICIDADE

Toxicidade é a capacidade de uma substancia em causar danos aos seres
vivos ou ao ambiente (DUX & STALZER, 1988). Os testes de toxicidade buscam
compreender os efeitos das substancias quimicas nos organismos e no meio
ambiente e descobrir se essas substancias sdo potencialmente toxicas. Esses testes
procuram determinar se essas substancias podem afetar os aspectos fisioldgicos e
moleculares do organismo exposto (PEDUTO et al, 2019).

Os testes de fitotoxicidade utilizam plantas para definir se um agente é toxico
ou ndo, sao vantajosos por serem sensiveis a diversos compostos quimicos, como 0s
herbicidas. Além disso, as plantas sdo faceis de armazenar e manipular, possuem
baixo custo, facil acesso as sementes e podem ser usadas para estudo de danos
cromossémicos ou disturbios da divisao celular, e ainda, o estudo com plantas permite
consideracdes estatisticas a partir das curvas de crescimento, uma vez que é possivel
usar uma série de sementes para cada concentracdo do produto quimico testado
(FISKESJO, 1985). Também, possuem metodologias simples que podem ser
reproduzidas e repetidas facilmente, além da rapida germinacdo das sementes
(WANG et al, 2001).

O teste de fitotoxicidade com base no indice de germinacdo de sementes,
combina medidas de germinacdo de sementes e alongamento de raizes que sao
sensiveis a componentes toxicos presentes no meio de cultivo das plantas (DEVESA-
REY et al, 2008). Os processos fisioldgicos das plantas podem ser comprometidos
pela presenca de toxinas, dessa forma, o principio dos ensaios de fitotoxicidade é
analisar o crescimento da radicula e do hipocdtilo (figura 5), indicando a capacidade

da planta em se desenvolver naquele meio (ROCHA, 2017).

Figura 5 - Morfologia da semente
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Fonte: Toyama et al (2017)
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As plantas usadas para os testes de fitotoxicidade sdo bem variadas
dependendo da metodologia e finalidade desejados. Os estudos podem ser realizados
utilizando rucula (Eruca sativa) e alface (Lactuca sativa) para analises com glifosato
(FANTIN et al, 2009), agridao (Lepidium sativum) e azevém (Lolium multiflorum) para
testes com &cidos carboxilicos (HIMANEN et al, 2012), testes com Armeria maritima
(cravo-do-mar), Anthemis maritima e Plantago coronopus que podem se desenvolver
em areas costeiras com sedimentos dragados em portos maritimos, sdo capazes de
evitar o efeito relacionado ao sal e serem sensiveis somente aos compostos toxicos,
por serem plantas haléfitas (BEDELL et al, 2014), salgueiro-branco (Salix alba) para
avaliar os efeitos de altos niveis de nutrientes na agua (KUNDRAT et al, 2017),
mostarda-branca (Sinapis alba) para avaliar a fitotoxicidade das aguas superficiais
(KOHATSU et al, 2018), pepino (Cucumis sativus) para analise da toxicidade de
nanoparticulas de cobre e de prata, sulfato de aluminio, metil metano sulfonato e
poluentes organicos (MOSA et al, 2018; BARBOSA et al, 2013; URBANIAK et al,
2020; FALANGA et al, 2020).

2.3.1. Cucumis sativus

Os testes com Cucumis sativus, popularmente conhecido como pepino,
buscam determinar a inibicdo da germinacdo e o crescimento das radiculas das
sementes, além disso, é possivel realizar analise de bioacumulacédo. C. sativus € um
6timo modelo para uso em teste de fitotoxicidade, com base em sua taxa média de
germinacao de aproximadamente 80 % e um comprimento médio de raiz superior a
20 mm obtido ap6s 48 h de incubacéo, de acordo com testes controle realizados por
Wang et al (2001).

Um trabalho realizado utilizando dois contaminantes, Sulfato de Aluminio
(Al2SO4) e solucao de Metil Metano Sulfonato (MMS), demonstrou que a taxa de
germinacao do C. sativus nao apresentou diferencga entre o controle e os tratamentos,
somente apos 96 horas houve reducéo no crescimento radicular nos dois tratamentos
em relagéao ao controle. Dessa forma, 0 aumento no tempo de exposi¢cao aos agentes
toxicos foi importante para garantir melhores resultados (BARBOSA et al, 2013).

Outro trabalho utilizando C. sativus, Iinvestigou a fitotoxicidade de
nanoparticulas de cobre em um sistema hidroponico. Os resultados demonstraram

gue apoés quatro dias de tratamento, C. sativus acumulou cobre nos tecidos vegetais
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com guantidades dependentes da concentracdo, além disso houve alteracbes
genbmicas, mudancas fenotipicas adversas, modificacdes fisioldégicas e bioquimicas,
diminuicdo da biomassa, vazamento de eletrolitos e diminuicdo dos niveis dos
pigmentos fotossintéticos, demonstrando a capacidade de bioacumulacdo nano-
metalica de C. sativus (MOSA et al, 2018).

Foi avaliado a toxicidade de nanoparticulas de prata (AgNP) néo revestidas e
revestidos com o peptideo antimicrobiano indolicidina, utilizando modelos animais,
algas e sementes de Lepidium sativum, C. sativus e Lactuca sativa. Dentre as
sementes, ap6s 72 h, apenas L. sativa mostrou inibicdo do crescimento e
bioacumulacdo de AgNP. Foi teorizado que as taxas de germinacao significativamente
mais rapidas e maior producdo de biomassa das plantas foi devido a absor¢cédo de
agua. Além disso, as AgNPs apresentam toxicidade mais severa para 0s organismos
aquaticos (FALANGA et al, 2020).

Kim et al (2013) também relataram a bioacumulacéo de particulas de 6xido de
cobre (CuO) e 6xido de zinco (ZnO) em C. sativus e Zea mays, e perceberam que o
acumulo de CuO e ZnO por C. sativus foi visivelmente maior, sugerindo que os
padrées de acumulacdo de nanoparticulas dependem da espécie vegetal. Outro
estudo com diversas espécies vegetais, incluindo alface (Latuca sativa), rabanete
(Raphanus sativus), cebola (Allium cepa), pepino (Cucumis sativus) e trigo (Triticum
aestivum), para analisar a fitotoxicidade do 4,8-dihidroxi-1-tetralona (4,8 - DHT) e seus
enantidmeros, também indicaram toxicidade diferente para germinacdo de sementes
e crescimento de plantulas dependendo do organismo analisado, onde o alface foi
mais sensivel aos tratamentos com um dos enantibmeros (YANG et al, 2016).

Servin et al (2012) utilizando C. sativus para tratamentos com dioxido de titanio
(TiO2), demonstraram que mudas com sete dias de idade tiveram um aumento
significativo do comprimento da raiz e ocorreu o transporte do titdnio das raizes para
as folhas, indicando que as folhas sdo um possivel sistema excretor para o titanio,
além disso as particulas de TiO2 ndo foram biotransformadas pelas plantas, pois
permaneceram como TiOz nos tecidos.

Pesquisas realizadas por Urbaniak et al (2020) com o objetivo de avaliar a
fitotoxicidade e respostas biométricas e fisioldgicas do C. sativus e Cucurbita pepo a
aplicacdo de sedimentos do Rio Hudson contaminados com bifenilos policlorados

(PCB) para analise dos potenciais fito e rizorremediadores, mostraram, ap0s quatro
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semanas, que os efeitos fitotoxicos foram maiores em solos plantados com C. pepo,
e o efeito estimulador permaneceu alto para os tratamentos com C. sativus. Porém, a
area foliar de C. pepo apresentou aumento para os tratamentos com 50 % e 75 % de
sedimento, enquanto C. sativus teve diminuicdo da area foliar em 75 % e 100 % de
sedimento. Clorofila a e b tiveram maior inibigdo em C. sativus.

C. sativus também é usado como modelo vegetal para testes de toxicidade com
agrotoxicos. Estudos realizados para analisar a fitotoxicidade de pesticidas piretroides
(cipermetrina, deltametrina e cialotrina) e seu metabdlito (acido fenoxibenzéico),
obtiveram impacto negativo na porcentagem da germinacdo somente quando a
semente foi exposta ao metabdlito. A cipermetrina apresentou impacto no
comprimento da raiz e das partes aéreas da planta, enquanto a deltametrina afetou
apenas o comprimento da raiz. Quando exposta a cialotrina e ao metabdlito ndo foram
observadas diferencas significativas no desenvolvimento da semente (BRAGANCA et
al, 2018). A atividade fitotoxica dos herbicidas benzoxazois, utilizando C. sativus,
Allium cepa, Solanum lycopersicum e Sorghum bicolor também foi avaliada e
observou-se que todos os compostos herbicidas sintetizados apresentaram inibicao
da germinacdo das sementes nas quatro espécies vegetais testadas (SANGI et al,
2019).

Estes resultados demonstram que C. sativus é uma planta sensivel aos
poluentes e pode ser usada como espécie modelo em analises de fitotoxicidade de

forma eficaz.
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3. OBJETIVO
3.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a fitotoxicidade do processo de biodegradacéo da atrazina por fungos

de solo usando Cucumis sativus como modelo vegetal.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cultivar os fungos em meio de cultivo com e sem a presenca de atrazina;
e Avaliar a biomassa fungica apdés o cultivo com atrazina;

e Avaliar a toxicidade da atrazina nos cultivos fungicos;

e Calcular a taxa de inibicdo do crescimento (% toxicidade);

e Identificar o potencial para biorremediacdo do solo agricola dos fungos

avaliados.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MICRORGANISMOS

Esse trabalho faz parte do projeto intitulado “Desenvolvimento de Inoculante
para Biorremediagdo de Solos Agricolas baseado na Associagdo de Fungos e Carvao
Ativado” coordenado pela Profa. Rafaella Costa Bonugli Santos. No trabalho de
conclusdo do curso de Biotecnologia da discente Giuliana Rahmeier Bonassa,
intitulado “Selegdo de Fungos para o Desenvolvimento de Bioinoculante para
Biorremediagdo de Solos Agricolas Impactos com Atrazina” foram selecionamos trés
fungos pertencentes a Colecdo de Cultura de Micro-organismos de Importancia
Biotecnolégica e Ambiental — CCMIBA, situada no laboratério de Bioquimica e
Microbiologia da UNILA: Clonostachys rosea CCMIBA_RO018, Purpureocillium
lilacinum CCMIBA RO014, e Bjerkandera sp. CCMIBA R111. Esses fungos foram
selecionados devido a producdo de enzimas ligninoliticas, potencial de controle
biologico de fitopatdgenos e capacidade de degradacdo da ATZ. Para o presente
estudo os fungos foram reativados em placa de Petri em meio malte 2% (MA2) por
sete dias a 28°C.

4.2. CRESCIMENTO FUNGICO EM MEIO LIQUIDO

Os fungos previamente cultivados em meio sélido foram transferidos para o
meio MA2 (2 % de extrato de malte) liquido contendo 10 mg/L de ATZ comercial
(solucao estoque de 1 g/L), conforme Bonassa (2021). Foram utilizados trés discos
de 5 mm do meio sélido dos fungos previamente cultivados para a inoculagédo dos
ensaios. Os ensaios foram realizados com trés réplicas e os fungos foram cultivados
também sem a adi¢cdo de atrazina como controle. Aléem dos ensaios com fungos,
também foi realizado um ensaio de controle negativo. Neste, ndo foi inoculado
nenhum fungo, contendo apenas o meio de cultivo com atrazina. Todos o0s
erlenmeyers foram colocados para cultivo em shaker, a 150 rpm e 28 °C, por um

periodo de 10 dias.
4.3. DETERMINAC;AO DA BIOMASSA

Apbs o periodo de incubacédo, os ensaios foram transferidos para tubos tipo

falcons de 50 ml e centrifugados a 6.000 rpm por 15 min para separar a biomassa
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fungica do sobrenadante. A biomassa total de cada erlenmeyer foi transferida para
uma placa de petri com papel filtro e colocada na estufa para secar a 90°C, por trés
dias, apos esse periodo a biomassa foi pesada, para obtencdo do peso seco com e
sem ATZ (BONASSA, 2021).

4.4. ANALISE DE FITOTOXICIDADE COM Cucumis sativus

As sementes foram pré-tratadas com solucéo de hipoclorito de sédio 0,1% por
20 minutos, em seguida embebidas em agua deionizada por 10 min e lavadas com
agua deionizada por trés vezes antes do uso, conforme Wang et al (2001).

Em seguida, os ensaios de toxicidade foram realizados utilizando as sementes
de pepinos cultivadas em placas de petri, com base nos estudos de Farias (2022),
onde em cada placa foi colocado papel filtro, 15 sementes e 5 ml de cada tratamento
do fungo. Para evitar fragmento fingico ou esporos, o sobrenadante de cada fungo
foi filtrado, utilizando uma seringa com um filtro do tipo millipore 0,22 um, antes de ser
colocado nas placas de petri com as sementes. Trés réplicas foram definidas para
cada fungo cultivados com e sem ATZ e trés réplicas para o controle negativo do
tratamento fangico (apenas meio de cultivo e ATZ). Logo apés, as placas foram
envolvidas com filme plastico para evitar evaporacdo, e mantidas em temperatura
ambiente, no escuro, durante nove dias. Para o controle negativo foi usado uma
solucdo de sulfato de zinco (ZnSO4) (0,05 M) e para o controle positivo, agua
destilada. Apds, as radiculas e os hipocotilos foram medidos, por fim, foi calculado a

porcentagem de inibicdo de acordo com a equacéao 1.

(média do controle positivo — média do bioensaio) X 100

% de inibigdo = Equacéo 1

(média do controle positivo)

4.5. ANALISES ESTATISTICAS

O software PAST 4.03 e o Microsoft Excel foram usados para todas as analises
estatisticas. As diferengcas entre as médias foram analisadas por ANOVA
unidirecional, seguida do teste de Tukey. Os valores foram considerados significativos

quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. MICRORGANISMOS

Os trés fungos avaliados foram selecionados ap6s demonstrarem capacidade
de eliminagéo da ATZ no trabalho de Bonassa (2021), onde houve eliminacéo de 46
%, 63 % e 68 % de ATZ nos cultivos dos fungos P. lilacinum CCMIBA _RO014,
Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 e C. rosea CCMIBA _R018, respectivamente. Porém,
no trabalho de Bonassa (2021) o indicador de fitoxicidade A. cepa (cebola), mostrou-
se nado téxico para ATZ, indicando a necessidade de andlise da toxicidade do
processo de degradacdo com outros modelos biolégicos.

Inicialmente os fungos foram reativados da colecdo para realizacdo dos
ensaios, 0 aspecto dos fungos apds o cultivo em meio sélido por sete dias, a 28°C
(Figura 6) demonstrou que o fungo Bjerkandera sp. CCMIBA R111 cresceu melhor
nesse periodo, se comparado com o0s outros dois fungos, porém nada que indicasse
mudancas fisioldgicas das linhagens preservadas, impedindo as analises. Quanto a
aparéncia dos fungos cultivados em meio liquido (Figura 7), ndo foi possivel distinguir
visualmente nenhuma diferenca, sendo essa avaliada pela quantificacdo da

biomassa.

Figura 6 - Aspecto morfologico dos fungos (A) Bjerkandera sp. CCMIBA_R111, (B)
Clonostachys rosea CCMIBA_R018 e (C) Purpureocillium lilacinum CCMIBA_R014 em meio
de cultivo com extrato de malte e agar apos 7 dias. Todos os fungos apresentaram coloragéo
branca, sendo que o fungo R111 cresceu sobre toda a placa, enquanto os fungos R018 e

R014 cresceram mais no centro da placa.

Fonte: Autoria propria (2022).
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Figura 7 - Aspecto morfolégico dos cultivos dos fungos (A) Purpureocillium lilacinum
CCMIBA_RO014 e (B) Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 em meio liquido apés dez dias.

= e

Fonte: Autoria propria (2022)

Os fungos do género Bjerkandera sp. fazem parte do grupo dos fungos da
podriddo branca, com distribuicdo em todo o mundo, crescendo principalmente em
troncos mortos de angiospermas (WANG et al, 2021) (Figura 8). Esse género
pertence a divisdo Basidiomycota, subdivisdo Agaricomycotina, classe
Agaricomycetes, ordem Polyporales, familia Meruliaceae. Atualmente esse género
possui apenas duas espécies: Bjerkandera adusta e Bjerkandera fumosa (JUNG et al,
2014). Sao caracterizados pelos basidiomas acinzentados e hifas monomiticas,
possuindo apenas hifas generativas. Apresentam um importante papel ecolégico, pois
séo fungos decompositores, sendo extremamente eficazes na degradacao da lignina
e de poluentes ambientais. Devido a esses fatores, o interesse para aplicacao desses
fungos na biorremediacdo vem crescendo (RECH, 2017; WESTPHALEN et al, 2015).
Figura 8 - Bjerkandera sp.

Fonte: Rech (2017)
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Clonostachys rosea, anteriormente inserido no género Gliocladium, que
através de dados de morfologia, ecologia e sequéncia de DNA, foi reclassificado e
inserido no género Clonostachys, € um fungo amplamente distribuido, comum em
regibes tropicais, temperadas, subérticas e desérticas, encontrado com maior
frequéncia no solo, mas também pode estar associado a tecidos de diferentes tipos
de plantas (SUN et al, 2020). Esse fungo apresenta dois tipos de esporos, conidios e
clamidosporos (Figura 9), os conidios tém formato assimétrico, sdo curvados e podem
apresentar massa de conidios de coloragdo branca, laranja-clara ou verde. Os
clamidésporos possuem paredes celulares espessas e sédo geralmente produzidos em
ambientes hostis, pois sdo mais resistentes. Esses esporos foram associados ao
biocontrole de muitos patdégenos fungicos de plantas, desempenhando um papel
importante na atividade de controle bioldgico (SUN et al, 2019; MOREIRA, 2012)

Figura 9 - Microestruturas dos esporos produzidos por C. rosea. (A) Conidios; (B)
Clamidosporos.

A B

0 10 -

Fonte: Sun et al (2019)

7

Purpureocillium lilacinum é um fungo filamentoso, amplamente distribuido,
comumente encontrado em solo agricolas, vegetacdo em decomposicdo, em
nematoides e insetos, pode causar infec¢do no homem e em outros vertebrados. Esta
inserido na divisdo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e
familia Ophiocordycipitaceae (LUANGSA-ARD et al, 2011). P. lilacinum possui
conidioforos de 4 a 6 um de comprimento, com fialides que possuem uma porcao
basal dilatada e em cujas extremidades se formam longas cadeias de conidios
elipticos ou fusiformes, de parede lisa ou rugosa medindo de 2-3 por 2-4 um (Figura
10). Os clamidésporos estdo ausentes (LUANGSA-ARD et al, 2011). Em cultura,

forma coldnias circulares com uma camada basal sobre a qual se forma um micélio
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aveludado ou flocoso. As colbnias, inicialmente, apresentam coloracéo esbranquicada
e, em consequéncia da esporulacdo, adquirem uma coloracdo rosada a violeta na
porcao superior (PERDOMO et al, 2013).

Figura 10 - Microestrutura de P. lilacinum (A) conidios; (B) conidiéforos

Fonte: Perdomo et al (2013)

5.2. BIOMASSA

Para verificar o impacto do crescimento dos fungos na presenca ATZ, a
producdo de biomassa fungica foi comparada na presenca e na auséncia de ATZ
(Figura 11). Para os fungos C. rosea CCMIBA_RO018 e P. lilacinum CCMIBA R014,
apesar da producdo de biomassa ser menor na presenca de ATZ, ndo houve diferenca
significativa em relacdo a biomassa produzida no controle (sem ATZ (anexo 1)). No
entanto, houve diferenca estatistica na taxa de crescimento para o fungo Bjerkandera
sp. CCMIBA _R111, que cresceu menos na presenca de ATZ, demonstrando que ela
causa efeito negativo no crescimento do fungo, o valor de p significativo (0,01158)

confirma a diferenca entre 0os ensaios.

31

Versdo Fi nal Honol ogada
13/01/ 2023 19: 50



Figura 11 - Peso seco da biomassa fungica produzida apds incubac¢éo por 10 dias a 28°C e
150 rpm dos fungos Bjerkandera sp. CCMIBA_R111, Clonostachys rosea CCMIBA_R018 e
Purpureocillium lilacinum CCMIBA RO014. Médias seguidas da mesma letra apresentaram
diferenca significativa entre si (p<0,05).
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Fonte: Autoria propria (2022)

Os fungos do género Bjerkandera sp. s@o eficazes na remogé&o de poluentes
perigosos e recalcitrantes, pois possuem a capacidade de secretar enzimas
extracelulares, como lignina peroxidases (LiP), manganés peroxidases (MnP) e
lacases (BARDI et al, 2017). Estudos relatam a eficacia desses fungos e de suas
enzimas ligninoliticas na degradacédo de uma ampla gama de xenobiéticos, incluindo
hidrocarbonetos, fendis, corantes, produtos farmacéuticos, efluentes téxteis, residuos
de fabricas de celulose e papel, pesticidas e inseticidas (ELLOUZE & SAYADI, 2016).

Estudos realizados por Bonassa (2021) utilizando o fungo Bjerkandera sp.
CCMIBA _R111 demonstraram médias similares entre o controle (291 mg) e o cultivo
com ATZ (259 mg), confirmando o potencial desse género para a degradacéo da ATZ.
Possivelmente, no presente trabalho o efeito da ATZ pode estar relacionado com
alguma alteracado fisiolégica do cultivo fangico, que devera ser estuda em mais
detalhe. Além disso, Dhiman et al (2020) relataram a eficiéncia do fungo Bjerkandera
adusta na remocdo da ATZ de até 92 %, em culturas liquidas em batelada, com
diferentes parametros de pH, temperatura e concentragao.

Aléem da ATZ, Bjerkandera adusta é eficiente na degradacdo de outros
herbicidas, como clortoluron, isoproturon e diuron. Khadrani et al (1999) reportaram

gque esse fungo foi capaz de degradar 98 % de clorotoluron, 92 % de diuron e 88 %
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de isoproturon em duas semanas, cultivados em meio com glicose a 24°C.
Bjerkandera sp. também apresenta capacidade de biorremediar solos poluidos por
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) (KOTTERMAN et al, 1998).

Esses estudos revelam que a capacidade de degradacéo da ATZ ou de outros
compostos toxicos pelos fungos do género Bjerkandera varia de acordo com as
condi¢cBes utilizadas nos experimentos, como temperatura, pH, meio de cultivo,
concentracdo dos contaminantes e periodo de incubacgdo. Estudos realizados por
Rech e colaboradores (2020) relataram que a maior massa micelial produzida pelo
fungo Bjerkandera adusta foi obtida a 24 °C, nos meios batata dextrose e extrato de
malte, apos incubacdo por 28 e 35 dias. Nosso resultado indica que apesar do
potencial, a ATZ, impactou no crescimento, podendo ter interferido no processo de
biodegradacao. Nesse caso, avaliagOes futuras da concentracdo de ATZ no final do
cultivo, bem como, avaliacdes de novas condicfes de cultivo sdo necessarias.

O fungo C. rosea CCMIBA_R018 apresentou uma média de crescimento
semelhante entre o cultivo com ATZ e o controle, sem diferenca estatistica entre os
ensaios, porém houve uma reducédo no crescimento com ATZ, que pode ser explicado
pela variacdo entre as réplicas, pois C. rosea produz duas formas diferentes de
esporos durante seu ciclo de vida: conidios e clamiddsporos, que possuem tamanhos
diferentes, e consequentemente, produzem biomassa com pesos diferentes,
dificultando a andlise através do peso seco (SUN et al, 2020).

C. rosea CCMIBA_RO018 foi selecionado devido a sua caracteristica no controle
biolégico de micoparasitas, atuando contra patégenos fangicos de plantas,
nematoides e insetos. C. rosea age contra 0s patdgenos através da ativacdo de
diversos mecanismos de controle bioldgico, como secrecdo de enzimas que
degradam a parede celular, producdo de metabdlitos secundarios e inducdo de
resisténcia de plantas. As enzimas secretadas sao principalmente quitinase,
glucanase e proteases, que quebram as ligacdes glicosidicas e as ligacdes peptidicas,
rompendo a parede celular dos micopatdogenos. JA os metabdlitos secundarios
produzidos, como antibidticos e toxinas, sao responsaveis por influenciar o
crescimento e o desenvolvimento de outros organismos. Enquanto a resisténcia das
plantas é induzida por enzimas de defesa ou genes relacionados a defesa nas plantas
(FATEMA et al. 2018; SUN et al, 2020).
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Além disso, C. rosea também atua na biotransformacéo (FU et al, 2019), tem
potencial para ser usado na producdo de combustivel, pois foi detectado a presenca
de hidrocarbonetos volateis incluindo benzeno, heptano e octano nesse fungo
(STROBEL et al, 2008), e € capaz de degradar residuos plasticos. No trabalho de
Urbanek et al (2017) relataram que C. rosea degradou 100% de filmes de amido e
52,91% de degradacéao de filmes de PCL, em 30 dias.

Assim como C. rosea CCMIBA _R018, o fungo P. lilacinum CCMIBA _R014, ndo
apresentou diferenca estatistica entre os ensaios, indicando que o fungo cresce na
presenca de ATZ tanto quanto na auséncia dela. Resultado diferente do reportado por
Bonassa (2021), que indicou sensibilidade ao herbicida. Essa variacdo, como no caso
do fungo Bjerkandera sp. CCMIBA_R111, deve-se provavelmente a sensibilidade de
fisiologia devido a pequenas variagdes no meio de cultivo, fotoperiodo e condi¢des de
incubacéo.

P. lilacinum tem atraido grande interesse para aplicacao no biocontrole, pois é
uma espécie entomopatogénica, atuando no controle biolégico de nematoides. E
classificado como parasita oportunista de ovos, cistos e nematoides adultos, produz
enzimas extracelulares que degradam proteinas e quitinas presentes nos ovos e no
corpo desses nematoides (KHAN et al, 2004).

Spinelli et al (2021) reportaram que P. lilacinum € um grande candidato para a
remediacao do herbicida glifosato, pois foi capaz de degradar 80 % da concentragao
inicial de glifosato e utiliza-lo como fonte de fésforo (P). Além disso, P. lilacinum j& foi
relatado como tolerante a varios outros herbicidas com ingredientes ativos, como
pendimetalina, petoxamida, clomazone, clortoluron e imazamox (ONDRACKOVA et
al, 2019). Também possui a capacidade de biossorcdo e remediacdo de metais
pesados como cadmio (Cd), cromo (Cr) e chumbo (Pb) (XIA et al, 2015; SHARMA &
ADHOLEYA, 2011; ZUCCONI et al, 2003).

P. lilacinum CCMIBA RO014 e C. rosea CCMIBA RO018 cresceram bem na
presenca de ATZ, ou seja, foram capazes de quebrar a molécula deste herbicida,
porém, isso ndo garante a degradagdo completa do composto e nem a diminuicdo da

sua toxicidade.
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5.3. FITOTOXICIDADE

Inicialmente, o sobrenadante de cada tratamento foi colocado sem filtrar, no
entanto, houve muito crescimento flngico nas placas que inibiram o crescimento das
sementes (Figura 12), dessa forma, optou-se pela filtragem do sobrenadante antes da

sua adi¢cao aos ensaios.

Figura 12 - Crescimento fungico nos ensaios com C. sativus. Os pontos brancos sobre o
papel filtro sdo micélios fangicos.

Fonte: Autoria propria (2022)

Apés a filtragem, os ensaios com Bjerkandera sp. CCMIBA R111 ainda
apresentaram crescimento fingico em algumas placas, o que pode ter contribuido
com a menor germinacao das sementes. Além disso, houve contaminac¢édo do ar, pois
microrganismos cresceram no controle do tratamento, onde havia apenas ATZ e meio
(Figura 13).

Figura 13 - Crescimento fungico nos ensaios com C. sativus. (A) placa onde foi usado o

sobrenadante que continha fungo cultivado em meio com ATZ. (B) placa onde foi usado o
sobrenadante que continha apenas ATZ e meio.

Fonte: Autoria prépria (2022)
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Algo que poderia ter sido feito para impedir o crescimento fungico nas placas
seria fazer o uso de antifingico, mas para isso seria necessario fazer um teste para
verificar se ele inibiria ou ndo o crescimento e a germinagao das sementes. Uma outra
possibilidade é avaliar a incubacéo das sementes em temperaturas mais baixas, que
minimizaria o crescimento fangico.

Para o fungo Purpureocillium lilacinum CCMIBA_R014 nao houve crescimento
fungico em nenhuma das placas de petri, porém no controle negativo do tratamento
ocorreu o aparecimento de manchas avermelhadas nas trés réplicas (Figura 14)
acredita-se que isso tenha ocorrido pois a ATZ degradou ou reagiu com algum

composto do metabolismo secundério da planta.

Figura 14 - Controle negativo do tratamento nos ensaios com C. sativus mostrando a
presenca de um composto colorido apds germinacao.

Fonte: Autoria prépria (2022)

Para o fungo Clonostachys rosea CCMIBA R018 também nao houve
crescimento do fungo nas placas, mas houve um grande crescimento das sementes
na presenca da ATZ nao tratada (C- tratamento). Isso pode ter ocorrido pois a ATZ
comercial possui emulsificantes, espessantes, dispersantes e conservantes na sua
formulacdo que podem ter permitido o grande crescimento das sementes nesse
controle (BONASSA, 2021) e diminuido naturalmente sua toxicidade. Além disso, para
esse fungo foi utilizado sementes de C. sativus de outra marca, que também pode ser
a causa para o maior crescimento das sementes nesse controle. Todas as figuras dos
bioensaios com Cucumis sativus para os trés fungos estao presentes no Anexo lll.

Os resultados do crescimento das sementes nos tratamentos estao expressos

na Figura 15, sendo o “controle positivo” o cultivo da semente em agua, o “controle
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negativo” o cultivo com ZnSO4 e o “controle negativo tratamento” o ensaio controle do

cultivo fungico (meio de cultura e ATZ, sem fungo).

Figura 15 - Média do crescimento das sementes (cm) apos tratamento com ATZ usando os
fungos Bjerkandera sp. CCMIBA R111, Clonostachys rosea CCMIBA_R018 e
Purpureocillium lilacinum CCMIBA_R014. Para o controle negativo do tratamento (C-
Tratamento) as sementes foram incubadas apenas com o meio de cultivo com ATZ, sem
fungo. O controle positivo (C+) € a incubacdo das sementes com agua destilada e o controle
negativo (C-) com sulfato de zinco (ZnSQOa) (0,05 M). Médias seguidas da mesma letra indicam
diferenca significativa entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)
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Fonte: Autoria propria (2022)

Na comparacdo entre os controles e os tratamentos (Figura 15), C. rosea
CCMIBA _R018 nao apresentou diferenca estatistica entre 0os ensaios e o controle
positivo ou o controle negativo, ou seja, seu sobrenadante permitiu o crescimento da
semente, assim como a agua. Porém, acredita-se que a auséncia de diferenca
estatistica com o controle negativo se deve ao crescimento da semente no ensaio
“controle negativo tratamento”, sem cultivo fungico, como reportado anteriormente.

O fungo Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 apresentou diferenca estatistica entre
o cultivo com ATZ e o controle positivo, isto indica que a degradacéo da ATZ pelo
fungo interferiu negativamente no desenvolvimento da semente, isto €, a ATZ e ou a
guebra da molécula de ATZ se tornou mais toxica que a prépria ATZ. Em adicao,
também houve um menor crescimento no ensaio com o fungo cultivado sem a
presenca de ATZ, se comparado com a ATZ nao tratada. Além disso, Bjerkandera sp.

CCMIBA _R111 foi o fungo que apresentou menor producédo de biomassa, ou seja,
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pode nao ter degradado completamente a ATZ e os compostos restantes se tornarem
toxicos.

Ja o fungo P. lilacinum CCMIBA _RO014 apresentou diferencas estatisticas em
relagdo ao controle negativo, demonstrando que possivelmente o ensaio com ATZ
degradada pelo fungo nédo é téxica para o crescimento das sementes de pepino.

Além das analises de germinacdo das sementes (Figura 15), a eficiéncia da
biodegradacéo € melhor avaliada através dos célculos de toxicidade dos ensaios. Os
célculos para o percentual de toxicidade dos ensaios com fungos cultivados na
presenca e auséncia de ATZ (Tabela 2), comprovam que a ATZ degradada pelo fungo
P. lilacinum CCMIBA_RO014 nao foi tdxico para as sementes, com 0 % de toxicidade.
Ja os fungos Bjerkandera sp. CCMIBA R111 e C. rosea CCMIBA_R018
apresentaram toxicidade acima de 80 %, sem diferencas estatisticas com o controle

negativo.

Tabela 2 - Percentual de toxicidade (%) dos ensaios ap0s periodo de incubacao das sementes
de C. sativus com os tratamentos fungicos: Bjerkandera sp. CCMIBA R111, Clonostachys
rosea CCMIBA_RO018 e Purpureocillium lilacinum CCMIBA_R014, com e sem ATZ. Para o
controle negativo do tratamento (C- Tratamento) as sementes foram incubadas apenas com
0 meio de cultivo com ATZ, sem fungo, e o controle negativo (C-) com sulfato de zinco (ZnSO.)
(0,05 M). Médias seguidas da mesma letra indicam diferencga significativa entre si de acordo
com o teste de Tukey (p<0,05).

Fungo Com ATZ Sem ATZ C- Tratamento C-
R111 84,70 68,57 54,43 98,39
R0O18 80,47 71,22 48,96 99,08
R0O14 O0a 0 bc 38,94 c 97,18 ab

A porcentagem de toxicidade do ensaio sem tratamento fingico da ATZ (C-
tratamento) indica que possivelmente houve degradacéo da molécula para os fungos
Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 e C. rosea CCMIBA_RO018 pois a toxicidade dos
tratamentos (85 % e 81 %, respectivamente) foi maior que o controle (54 % e 49 %,
respectivamente) (tabela 2), isso indica alteracdo da molécula, gerando
possivelmente os compostos toxicos discutidos anteriormente.

Em adicdo, os ensaios sem adicdo de ATZ, s6 com crescimento fangico
também foram avaliados quanto ao percentual de toxicidade e os dados encontrados

foram interessantes. E possivel detectar também uma alta taxa de toxicidade. Isso

38

Versdo Final Honol ogada

13/ 01/ 2023

19: 50



indica que os metabolitos secundarios dos fungos podem ser naturalmente toxicos
para a C.sativus. Avaliando apenas o crescimento das sementes (Figura 15), esse
perfil ndo é claro, porém ao calcular a taxa de toxicidade foi detectado esse padréo.
Esse resultado pode explicar também por que ndo houve diminuigédo da toxicidade de
ATZ por esses fungos. Neste sentido, C. sativus, pode ser um excelente indicador
guando o composto é avaliado como unica molécula na solucdo. Neste ensaio, que
possui uma mistura de metabdlitos secundarios, C. sativus se mostrou altamente
sensivel a presenca de outros compostos.

E conhecido que os fungos produzem metabodlitos que s&o capazes de interferir
no crescimento das sementes. Os fungos basidiomicetos, como Bjerkandera sp., além
de possuir enzimas que degradam materiais lignoceluldsicos, produzem outros
compostos como produto do metabolismo secundério, incluindo &cidos graxos
insaturados, peptideos, compostos redutores de Fe3*, alcool veratrilico e acidos
carboxilicos, como o acido oxalico, responsavel por acidificar o meio, além de atuar
sobre a parede celular de plantas sequestrando célcio, desestruturando as microfibras
e aumentando sua porosidade (SANTOS, 2016; AGUIAR & FERRAZ, 2011).

Um estudo realizado por Neto et al (2020) buscando avaliar o efeito fitotdxico
da aplicacdo de metabdlitos secundarios do fungo Phoma dimorpha, com potencial
herbicida, sobre a germinacdo e o crescimento de C. sativus e outras plantas
bioindicadoras, demonstrou uma inibicdo de 100 % na germinacdo das sementes,
devido a inibicdo de enzimas respiratdrias e enzimas envolvidas na via das pentoses
fosfato (ZOHAIB et al, 2016). Resultado semelhante foi obtido por Pes (2015) que
avaliou os efeitos dos metabdlitos secundarios de Diaporthe sp, fungo fitopatogénico,
sobre C. sativus, relatando que os metabdlitos inibiram a germinagdo das sementes
em 100 %. Essa inibicdo pode estar relacionada aos terpendides, produzido por
diversos fungos endofiticos, que tem fungbes hormonais nas plantas, capazes de
impedir o crescimento das sementes e atuar no transporte de moléculas através da
membrana, outra hipétese € a inibicdo da biossintese de aminoacidos essenciais pela
enzima acetolactato sintase (CASTRO et al, 2001).

Foi relatado a presenca de flavonoides, esteroides e triterpenos nos extratos
de Bjerkandera adusta analisados por cromatografia de Camada Delgada (CCD) que
tiveram variacdo em sua composi¢ao quimica dependendo das condi¢cfes de cultivo.

A massa micelial do fungo foi extraida com os solventes hexano, cloroférmio, acetato
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e metanol PA. Apenas o extrato hexano se mostrou toxico para a Artemia salina, um
microcrustaceo de agua salgada empregada em testes de toxicidade, apds 24 horas
(RECH, 2017).

Outro modelo vegetal que pode ser usado para avaliar a toxicidade da ATZ
apos o tratamento fangico é a cebola (Allium cepa), que mostrou uma inibicdo de
crescimento de 100 % com ATZ ndo tratada, e reduziu para 55 % de inibicdo com a
ATZ tratada pelo fungo Aspergillus niger apés 72 horas. Foi discutido que essa
diferenca em relagéo ao controle (0 %) se deve ao fato de os herbicidas triazinicos se
acumularem nas pontas de crescimento rompendo os cromossomos das células
vegetais (PAULINO et al, 2017).

Um estudo realizado para selecionar espécies bioindicadoras sensiveis a ATZ,
demonstrou que o tomate (Solanum lycopersicum) e o rabanete (Raphanus sativus)
apresentaram o nivel mais alto de sensibilidade (MARCHESAN et al, 2011). Outro
modelo vegetal sensivel a ATZ é a alface (Lactuca Sativa) que se mostrou um bom
indicador de toxicidade, reduzindo a germinacao e o crescimento exponencialmente
conforme a concentracdo de ATZ aumenta (MACENA et al, 2017).

Por fim, a ATZ é uma molécula constituida por um anel aromatico e
clorotriazinas que podem ser degradados por microrganismos. No entanto, a
degradacdo da atrazina ndo ocorre pela acao exclusiva de uma espécie microbiana
isolada, este processo necessita de diversidade biolégica. Em um ambiente poluido
diversas comunidades de microrganismos coexistem e compartilham substratos
comuns podendo gerar interacdes sinérgicas, e a reproducdo destas comunidades,
encontradas no ambiente contaminado, por meio dos consorcios microbianos
possibilita uma maior eficacia na degradacgéo dos poluentes (LIMA et al, 2011). Desta
forma, para melhorar a eficiéncia da biorremediagdo da ATZ, o prOXimo passo é
avaliar o consorcio dos trés fungos estudados neste trabalho e verificar a fitotoxicidade

dos metabolitos produzidos nessa degradagéao.
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6. CONCLUSAO

O fungo Purpureocillium lilacinum CCMIBA_R014 quando cultivado na
presenca de ATZ apresentou os melhores resultados, tanto para a producdo de
biomassa quanto para as andlises de fitotoxicidade, demonstrando que,
provavelmente, este fungo foi capaz de degradar a ATZ e que os metabdlitos gerados
desta degradacdo ndo foram toxicos para as sementes de C. sativus. O fungo
Clonostachys rosea CCMIBA R018 também apresentou uma boa producdo de
biomassa na presenca da ATZ, porém as andlises de fitotoxicidade mostraram um
alto percentual de inibicdo das sementes. Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 néo
apresentou resultados favoraveis, visto que teve um crescimento significativamente
menor na presenca de ATZ, e se mostrou toxico para as sementes de pepino.

O crescimento das sementes de C. sativus foi inibido pela presenca dos fungos
Nnos ensaios, pois o0s tratamentos que continham o fungo cultivado na auséncia e na
presenca da ATZ se mostraram mais toxicos que o tratamento que continha apenas
ATZ, exceto para P. lilacinum CCMIBA_RO014, que nao foi afetado pela presenca do
fungo. Portanto, o uso de outro indicador de toxicidade pode ser uma alternativa para
os estudos com esses fungos.

Estudos subsequentes devem ser realizados visando um consorcio com os trés
fungos atuando em conjunto, podendo ser uma opc¢éo para a degradacdo completa
da ATZ, pois estes fungos apresentam potencial para aplicacdo na biorremediacéo

deste herbicida.
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8. ANEXOS

ANEXO | - Resultados dos testes ANOVA e testes de Tukey

Tabela - Resultados do teste ANOVA para a biomassa do fungo CCMIBA_R111

Somade df Quadrado F p (valor)
guadrados medio
Entre grupos: 33750 1 33750 19,47  0,01158
Dentro dos grupos: 6933,33 4 1733,33
Total: 40683,3 5

Tabela - Resultados do teste ANOVA para a biomassa do fungo CCMIBA_R018

Somade df Quadrado F p (valor)
quadrados médio
Entre grupos: 6666,67 1 6666,67 0,5263 0,5083
Dentro dos grupos: 50666,7 4 12666,7
Total: 57333,3 5

Tabela - Resultados do teste ANOVA para a biomassa do fungo CCMIBA_R014

Somade df Quadrado F p (valor)
quadrados meédio
Entre grupos: 4816,67 1 4816,67 0,2323 0,655
Dentro dos grupos: 82933,3 4 20733,3
Total: 87750 5

Tabela - Resultados do teste de Tukey para o crescimento das sementes na presenca do
fungo CCMIBA_R111. * Indica diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05).

Com ATZ Sem ATZ C- Tratamento C+ C-
Com ATZ 0,9651 0,7521 0,04534*  0,9805
Sem ATZ 0,9023 0,9779 0,1208 0,7622
C- Tratamento 1,696 0,7938 0,2706 0,4534
C+ 4,743 3,841 3,047 0,01959*
C- 0,7667 1,669 2,463 5,51
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Tabela - Resultados do teste de Tukey para o crescimento das sementes na presenca do
fungo CCMIBA_RO018. * Indica diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05).

Com ATZ Sem ATZ C- Tratamento C+ C-
Com ATZ 0,9967 0,7745 0,08419 0,9557
Sem ATZ 0,4798 0,9194 0,1406 0,8396
C- Tratamento 1,635 1,156 0,4252 0,4045
C+ 4,177 3,698 2,542 0,02923*
C- 0,9661 1,446 2,602 5,143

Tabela - Resultados do teste de Tukey para o crescimento das sementes na presenca do
fungo CCMIBA_RO014. * Indica diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05).

Com ATZ Sem ATZ C- Tratamento C+ C-
Com ATZ 0,9573 0,05821 0,2406 0,006636*
Sem ATZ 0,9559 0,02043* 0,08911 0,002519*
C- Tratamento 4,516 5,472 0,8699 0,6288
C+ 3,169 4,125 1,347 0,1996
C- 6,526 7,482 2,011 3,357

Tabela - Resultados do teste ANOVA para o percentual de toxicidade dos ensaios com
Cucumis sativus, na presenca do fungo CCMIBA_R111 (p < 0,05).

Soma de df Quadrado F p (valor)
guadrados médio
Entre grupos: 0,617493 3 0,205831 1,703 0,2431

Dentro dos grupos: 0,96687 8 0,120859
Total: 1,58436 11

Tabela - Resultados do teste ANOVA para o percentual de toxicidade dos ensaios com
Cucumis sativus, na presenca do fungo CCMIBA_R018 (p < 0,05).

Somade df Quadrado F p (valor)
guadrados médio
Entre grupos: 0,444435 3 0,148145 1,028 0,4303
Dentro dos grupos: 1,15299 8 0,144124
Total: 1,59743 11
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Tabela - Resultados do teste ANOVA para o percentual de toxicidade dos ensaios com
Cucumis sativus, na presenca do fungo CCMIBA_R014 (p < 0,05).

Somade df Quadrado F p (valor)
guadrados medio
Entre grupos: 10,2147 3 3,4049 9,006  0,006059

Dentro dos grupos: 3,02462 8 0,378077
Total: 13,2393 11

Tabela - Resultados do teste de Tukey para o percentual de toxicidade dos ensaios com
Cucumis sativus, na presenca do fungo CCMIBA_RO014. * Indica diferencga significativa entre
0s ensaios (p<0,05).

Com ATZ Sem ATZ C- Tratamento C-
Com ATZ 0,9292 0,09758 0,0215*
Sem ATZ 0,8486 0,04188* 0,009692*
C- Tratamento 3,859 4,707 0,7092
C- 5,389 6,238 1,531
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ANEXO Il — Tabelas adicionais

Tabela - Peso seco da biomassa fungica produzida apos incubacéo por 10 dias a 28°C e 150
rpm. Variacao entre as réplicas para o fungo Clonostachys rosea CCMIBA_R018 na presenca
da ATZ.

R111 R0O18 R0O14

Réplica ComATZ SemATZ ComATZ SemATZ ComATZ SemATZ

A 300 410 410 380 510 570

B 200 410 450 410 240 320

C 300 430 160 430 500 530
Média 266,67 416,67 340,00 406,67 416,67 473,33

Tabela - Média do crescimento das sementes (cm). Médias seguidas da mesma letra indicam
diferenca significativa entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)

Réplica Com ATZ Sem ATZ C- C+ C-
Tratamento
A 2,05+1,68 2,12+2,11 0,93+1,14 11,69+6,51 0,08+0,04
B 0,52+0,68 0,54+0,78 6,02+2,52 7,43%4,36 0,12+0,1
R111
C 0,91+1,49 4,48+3,22 3,41+2.0 3,60+3,32 0,17+0,12
Média 1,16£1,49 a 2,38+2,78 3,45+2,85 7,57+5,85 ab 0,12+0,1 b
A 2,10+£1,56 5,12+2,43 9,45+1,97 2,42+1,05 0,13+0,08
B 3,45+2,93 3,84+2,83 5,71+4,4 19,57+4,68 0,18+0,07
R0O18
2,10£2,08 2,31+2,48 4,83+3,57 17,18+4,45 0,05%0,05
Média 2,55+2,33 3,76£2,81 6,66+3,94 13,068,511 ¢ 0,12+0.08 ¢
A 6,37£3,3 6,55%4,0 0,38+0,91 2,45+1,25 0,05%0,05
B 3,17+2,46 3,16+2,84 1,48+2,18 2,65+£2,06 0,06%0,05
RO14 C 4,52+3.9 6,38+3,93 2,61+2,93 2,23+1,64 0,09+0,07
Média 4,69+3,51d 5,36+3,93 ef 1,49+2,31 f 2,44+1,65 0,07+0,06 de
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ANEXO Il - Ensaios de fitotoxicidade

Figura - Ensaio de fitotoxicidade com Cucumis sativus na presenc¢a do fungo Bjerkandera
sp.CCMIBA_R111. (A, B, C) fungo cultivado na presenca de ATZ; (D, E, F) fungo cultivado
sem ATZ; (G) controle positivo; (H) controle negativo; (1) Controle negativo do tratamento (ATZ

e meio).
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Figura - Ensaio de fitotoxicidade com Cucumis sativus na presenc¢a do fungo Clonostachys
rosea CCMIBA_RO018. (A, B, C) fungo cultivado na presenca de ATZ; (D, E, F) fungo cultivado
sem ATZ; (G) controle positivo; (H) controle negativo; (1) Controle negativo do tratamento (ATZ
e meio).
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Figura - Ensaio de fitotoxicidade com Cucumis sativus na presenc¢a do fungo Purpureocillium
lilacinum CCMIBA_RO014. (A, B, C) fungo cultivado na presenca de ATZ; (D, E, F) fungo
cultivado sem ATZ; (G) controle positivo; (H) controle negativo; (I) Controle negativo do

tratamento (ATZ e meio).
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