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RESUMO

A lo largo de las ultimas décadas, el uso indiscriminado de agrotdxicos en actividades agricolas ha
provocado que una gran porcion de las cantidades aplicadas permanezca o se disemine en el suelo,
agua superficial y subterranea de los ecosistemas asociados a los campos de cultivo, comprometiendo
la salud de microorganismos, plantas, animales y el ser humano. La atrazina, un herbicida
ampliamente utilizado para el control de maleza, presenta moderada persistencia ambiental y alta
toxicidad, siendo necesaria la busqueda de linajes microbianos para la biorremediacion de ambientes
contaminados por este agrotoxico. A pesar de que el alto contenido de hierro (Fe) presente en los
suelos del Parque Nacional do Iguacu (PNI) puede haber seleccionado microorganismos con
potencial de biodegradacion de agrotoxicos diferentes a los ya descritos, la diversidad microbiana del
PNI es practicamente desconocida. Asi, este trabajo tiene como objetivo evaluar el potencial de
biodegradacion de atrazina por hongos del PNI, al definir un método de seleccion eficiente de hongos
en base a su produccion de biomasa y de lacasa en presencia de la atrazina, ademas de su capacidad
para degradar el herbicida. Ademas, se buscé seleccionar a los aislados con el mayor potencial de
degradacion del herbicida y caracterizarlos usando técnicas morfoldgicas y moleculares. Para definir
el método de seleccion, se determind el peso seco del micelio, la cantidad de lacasa producida,
midiendo el cambio de coloracion provocado por la oxidacion del sustrato enzimético ABTS en el
espectrofotometro y se cuantifico la atrazina (ATZ) y los metabolitos desisopropilatrazina (DIA) y
desetilatrazina (DEA). Como método de preparo de muestra y andlisis se utilizé la Microextraccion
Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME), en conjunto con Cromatografia Gaseosa acoplada al
Espectrometro de Masas (GC - MS). No se pudo establecer un método de seleccion de hongos con
potencial de degradar atrazina al no existir una relacion entre degradacion de la ATZ, produccion de
biomasa y produccion de lacasa. Por tanto, se sometio a andlisis cromatograficas a todos los hongos.
En este estudio, el potencial de degradacion de ATZ fue analizado en términos de formacion de DEA,
al conseguir diferenciar aislados con y sin esta capacidad. No obstante, se determin6 que los hongos
tienen capacidad para degradar ATZ y producir DIA, con un porcentaje que no difiere
significativamente entre los aislados. Tampoco existe diferencia significativa entre los productores de
DEA (aislados DF, IB, GW y GU). Estos cuatro fueron identificados usando caracteristicas
morfoldgicas, por la observacion de estructuras reproductivas, y moleculares, al realizar el analisis
filogenético con las secuencias de ADN ribosomal, de la region ITS-1 e ITS-4. GU y DF pertenecen
al género Fusarium, GW presenta proximidad filogenética con el género Fusarium y Aschersonia, e
IB no fue considerado para el andlisis filogenético por la baja calidad de la secuenciacion. Los
organismos del género Fusarium se destacan por ser fitopatdogenos y catalizan la ATZ a través de la
retirada de los terminales n-alquilo, en este caso evidenciado por la formacion de DEA. Con base en
estos resultados, nuevos andlisis cromatograficos seran realizadas para obtener el perfil metabdlico,
asi como analisis de toxicidad de los productos generados, ya que los aislados son candidatos para
consorcios microbianos que permitan alcanzar el objetivo de la biorremediacion.

Palabras clave: biodegradacion de pesticidas, lacasa, PNI, DIA, DEA
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ABSTRACT

Over the last decades, the indiscriminate use of pesticides in agricultural activities has caused a large
accumulation of these components in soil, surface water and groundwater of the ecosystems
associated to crop fields, compromising the health of microorganisms, plants, animals and human
beings. Atrazine, an herbicide widely used for weed control, has moderate environmental persistence
and high toxicity, making it necessary to search for microbial strains for bioremediation of
environments contaminated by this herbicide. Although the high iron (Fe) content associated with
Iguagu National Park (PNI) soils may have selected microorganisms with herbicide biodegradation
potential different from those already described, PNI's microbial diversity is practically unknown.
Thus, this work aimed to evaluate the potential of atrazine biodegradation by fungi from PNI, by
using an efficient method of selection of fungi based on its biomass and laccase production in
presence of atrazine, as well as, their herbicide degradation potential. Also, the isolates with the
greatest herbicide degradation potential were selected, and they were characterized by morphological
and molecular approaches. In the selection method, mycelium dry weight and laccase production
amount were determined. The enzymatic production was measured by change in coloration caused
by the oxidation of the ABTS enzyme substrate in a spectrophotometer. To quantify atrazine (ATZ)
and its metabolites (deisopropylatrazine (DIA) and deethylatrazine (DEA)), Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction (DLLME), associated to Gas Chromatography coupled to the Mass Spectrometer
(GC-MS), was used as sample preparation and analysis method. It was not possible to establish a
selection method of fungi with the potential to degrade atrazine since there is no relationship between
ATZ degradation, biomass production, and laccase production. Therefore, chromatographic analyses
were carried out in all fungi. In this study, the degradation potential of ATZ was analyzed by DEA
formation, since it was possible to differentiate isolates with and without this capacity. However,
fungi have the capacity to degrade ATZ and produce DIA, in a quantity that does not differ
significantly among isolates. Also, there is no significant difference between DEA producers (isolates
DF, IB, GW, and GU). These four were identified at the genus level using morphological (observation
of reproductive structures) and molecular characteristics (phylogenetic analysis using ribosomal DNA
sequences of ITS-1 and ITS-4 region). GU and DF belong to genus Fusarium, GW presents
phylogenetic proximity to genus Fusarium and Aschersonia, and IB was not considered in the
phylogenetic analysis due to low-quality sequence. The genus Fusarium strains stand out for being
phytopathogens, and they catalyze ATZ through the removal of N-alkyl terminals, in this case,
evidenced by DEA formation. Based on these results, new chromatographic analyzes will be carried
out aiming at obtaining the metabolic profile, as well as toxic analyses of generated products. The
isolates are candidates for microbial consortia that allow achieving the goal of bioremediation.

Key words: pesticide biodegradation, laccase, PNI, DIA, DEA.
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1 INTRODUCCION

A lo largo de las ultimas décadas, el uso indiscriminado de agrotoxicos en la agricultura
ha provocado que una gran porcion de las cantidades aplicadas permanezcan o se diseminen en
el suelo, agua superficial y subterranea de los ecosistemas asociados, comprometiendo la salud
de microorganismos, plantas, animales y el ser humano (MAQBOOL et al., 2016; SINGH et
al., 2018).

La preocupacion por la moderada persistencia ambiental y elevada toxicidad en bajas
concentraciones de la atrazina (ATZ), un herbicida ampliamente utilizado en la agricultura para
el control de malezas, ha impulsado estudios que aceleran su degradacion en ambientes
contaminados (SINGH; SINGH, 2016). De hecho, “la busqueda de organismos degradadores
de atrazina ha sido direccionada al aislamiento y caracterizacion de linajes [microbianos] de
ocurrencia natural en medioambientes contaminados con el pesticida” (SENE et al., 2010, v.
53, p. 488), en funcidn de las caracteristicas adaptativas de esos microorganismos frente a la
presencia del pesticida. Sin embargo, ambientes donde la comunidad microbiana es
practicamente desconocida, como en el Parque Nacional do Iguagu (PNI), una busqueda por

nuevos recursos genéticos es necesaria.

El PNI, el mayor remanente forestal del Bosque Atlantico, estd basicamente formado
por suelos arcillosos con alto contenido de hierro (Schobbenhaus et al, 2002). Esta variable
ambiental puede haber propiciado la adaptacion de microorganismos que puedan proporcionar

ventajas biotecnologicas en relacion a otros ya descritos.

De este modo, el estudio busco evaluar el potencial de biodegradacion de atrazina por
hongos del PNI, al definir un método de seleccion eficiente de hongos en base a su produccion
de biomasa y de lacasa en presencia de la atrazina, asi como de su potencial para degradar el
herbicida. Ademas, se busca seleccionar los aislados con el mayor potencial de degradacion y

caracterizarlos mediante técnicas morfoldgicas y moleculares.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ATRAZINA

La atrazina (Figura 1) es un herbicida ampliamente utilizado en el cultivo de maiz
(Zea mays), cana de azacar (Saccharum officinarum), sorgo (Sorghum bicolor), entre otras
culturas, para combatir a la maleza de hoja ancha y otras hierbas en sus etapas de pre y, en
varios casos, post-emergencia (HANSEN et al., 2013; MOORE et al., 2017; POTTER et al.,
2013). La molécula presenta baja solubilidad en agua, persistencia moderada a nula, baja
volatilidad, alto potencial de lixiviacion, moderada movilidad en suelos y bajo potencial de

bioacumulacion (Tabla 1) (HANSEN et al., 2013; TUPAC, 2018).

e
CHs N

A A
H

Figura 1: Representacion molecular de la atrazina

Tabla 1: Propiedades fisico-quimicas de la atrazina

Parametro Especificacion Referencia
Nombre segun [UPAC 2-Chloro-4-ethylamino-6- (SINGH et al., 2018)
isopropylamino- 1,3,5-triazine
CAS n° 1912-24-9 (HANSEN et al., 2013)
Formula quimica CsH14CINs (SINGH et al., 2018)
Peso molecular (g mol™) 215.69 (SINGH et al., 2018)
Densidad (g cm™) 1.19 (SINGH et al., 2018)
Punto de ebullicion (°C) Se descompone después de hervir (IUPAC, 2018)
Presion de vapor (Pa) 3.8x10° (IUPAC, 2018)
Solubilidad (mg L") en agua a 25°C 35 (ROJAS et al., 2013)
Constante de la ley de Henry (Pa m? mol™') 1.09x1077 (SINGH et al., 2018)
Constante de disociacion (Pka) 1.85 (NAM et al., 2014)
indice de potencial de lixiviacion de Gus 3.20 (IUPAC, 2018)
Log kow 2.67 (NAM et al., 2014)

Este herbicida, de la clase quimica de las triazinas, inhibe el proceso fotosintético

(fotosistema II) en las plantas al ser absorbida por las raices y hojas (HANSEN et al., 2013;
13



HRAC, 2010; WSSA, 2017). Su efectividad para eliminar la maleza depende del tipo de maleza
y de la resistencia asociada a ellas, siendo que registros de resistencia surgen a partir de los afios
70 en todo el mundo, sobre todo en Estados Unidos (EUA) (ACKERMAN; WHITED;
KNIGHT, 2014; HEAP, [20187]).

La atrazina ha sido producida y comercializado globalmente a partir de los afios 50,
en una variedad de productos fabricados en base a este ingrediente activo, incluyendo fluidos,
polvos y liquidos, y aplicada en combinacioén con otros herbicidas para mejorar su efectividad
(ADAPAR, 2018; INOUE et al., 2003; SALAZAR-LEDESMA et al., 2018). La cantidad
suministrada del ingrediente activo (atrazina) es establecida segun el cultivo de interés y el tipo
de suelo asociado (Tabla 2); sin embargo, en algunas ocasiones, la cantidad realmente aplicada
estd asociada al consumo total del producto adquirido, evitando dejar restos en los embalajes
(NORTOX S/A, 2017; BRAUNS et al., 2018). La aplicacion de la atrazina se realiza
posteriormente a la siembra o la cosecha (en plantas con mas de una periodo de cosecha) del
cultivo, en la época de pre y, en varios casos, post-crecimiento de la maleza alcanzando un
volumen final de 200-400 L y de 400-800 L, respectivamente (NORTOX S/A, 2017).
SALAZAR-LEDESMA et al. (2018) aplicaron el herbicida 2 dias después de la siembra
(inmediatamente antes de la primera irrigacion) y aproximadamente 17 dias posteriormente a

la siembra, sugiriendo el tratamiento en pre y post-emergencia de la maleza.

Tabla 2: Cantidad de atrazina aplicada en diferentes cultivos segiin recomendaciones

agrondmicas
Dosis/Hectarea
Cultivo Suelo Leve® Suelo Medio®* Suelo Pesado®  Suelo No Especificado®
LA** (kg) PC.** (L) LA.(kg) PC.(L) LA.(kg) PC.(L) LA.(kg) PC.(L)
Cafia de azucar 2,50 5,00 3,25 6,50 4,00 8,00 2,50a4,00 5,00a8,00
Maiz y sorgo 1,50 3,00 2,50 5,00 3,25 6,50 1,50a3,25 3,00a6,50

*El suelo leve es mas arenoso, mientras el suelo pesado es mas arcilloso.
**[LA.: ingrediente activo, P.C.: produto comercial.
Fuente: ATRAZINA, 2017% MAPA, 2014 "

Segun IBAMA (2017a-f), en Brasil existe una tendencia al aumento del consumo
de agrotoxicos entre el 2000 — 2016, siendo que el consumo del tltimo afio aproximadamente
triplica al del primero. Ademas, la mayor cantidad de productos formulados vendidos a nivel
de Brasil y Parana fueron los herbicidas, con 322755,10 y 37803,82 toneladas de ingrediente
activo, respectivamente. Entre ellos, la atrazina fue el cuarto ingrediente mas vendido a nivel

de pais y de Parana con 28615,69 y 3832,65 toneladas, respectivamente.

En base a que la presencia de atrazina en el medio ambiente representa un peligro
14



a la biodiversidad y a la salud humana, esta constituye una de las sustancias prioritarias en la
politica de aguas de EUA y la Unién Europea (EU) sobre la cual se realizaron la mayor cantidad
de estudios cientificos entre 2012-2017 y se identific6 como el contaminante con la segunda
mayor concentracion en aguas superficiales y subterraneas a nivel mundial, con deteccion de
hasta 136 pg L' (LERCH; BLANCHARD; THURMAN, 1998; UNION EUROPEA, 2013;
SOUSA et al., 2018). La atrazina también es detectada en el suelo, donde su comportamiento
depende de una serie de factores como composicion, caracteristicas fisico/quimicas y afinidad
(adsorcidn) a los componentes del sustrato, ademas de la influencia de la degradacion, flujo de
agua, etc. (Figura 2) (ANDLEEB et al., 2016; HANSEN et al., 2013; SALAZAR-LEDESMA
etal., 2018).

AIRE
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I FOTODEGRADACION I
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! "v—; il i

e
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PLANTAS/PLAGAS

DEGRADACION = @ ADSORCION/DESORCION
QUIMICA

BIODEGRADACION
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SUPERFICIAL

LIXIVIACION

Figura 2: Ciclo de la atrazina en el medio ambiente

La vida media del agrotdxico en el suelo depende principalmente de la presencia
de organismos degradadores, aunque también es influenciada por la disponibilidad de oxigeno,
contenido de agua, tipo de suelo, profundidad, temperatura, concentracion de atrazina, historia

de aplicacion y practicas agricolas (Figura 2); “en general, a medida que aumenta la temperatura
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del suelo, aumenta la disponibilidad de oxigeno y cuando el contenido de agua se acerca a la
capacidad del campo, se optimizan las condiciones de degradacion de la atrazina”
(KOSKINEN; CLAY, 1998, p 123)™. Por ejemplo, en un suelo de superficie (70% de arcilla,
25% de limo y 5% de arena) sometido a 2 ug g'! de atrazina, 8% humedad y 20°C la vida media
fue de 338 dias (SMITH; WALKER, 1989).

Actualmente, la atrazina se clasifica como medianamente toxica para el ser humano
y muy peligrosa para el medio ambiente (NORTOX S/A, 2017), siendo que algunos de sus
efectos sobre los seres vivos son conocidos (Tabla 3) y considerados en la elaboracion de
politicas publicas (SINGH et al., 2018; WHO, 1996). “El uso del herbicida es restringido y
prohibido en paises de Europa, EUA y Australia, mientras que [...] en la mayoria de los paises
de Latinoamerica y El Caribe, su aplicacion esta permitida sin restriccion alguna” (HANSEN

etal., 2013, v. 29, p. 68).

En este sentido, organizaciones mundiales, asi como 28 paises, han establecido limites maximos
(LM) de su concentracion en cuerpos de agua superficiales y, en algunos casos, subterraneos
destinados al consumo humano; inclusive se establecen LM permisibles en sedimentos y para
la remediacion de suelos (HANSEN et al., 2013; WHO, 2018). E1 LM del agua destinada al
consumo humano es de los 0,1 ug L™ en UE y 3 pg L' en EUA (UNION EUROPEA, 1998;
2006; USEPA, 2009). En Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Perti, Republica
Dominicana es de 2 ug L', mientras que es de 3 ug L! en Uruguay (DRPSA, 2003; CAPRE,
1994; COSTA RICA, 2005; MINISTERIO DE SALUD, 2011; HONDURAS et al., 1995;
REPUBLICA DOMINICANA, 2001; UNIT, 2010). Ecuador, al igual la World Health
Organization (WHO), establece un LM de 100 pg L' de atrazina y sus metabolitos (INEN,
2014; WHO, 2018). En Brasil, el LM de atrazina es de 2 pgL! en aguas destinadas al consumo
humano después de tratamiento simplificado/avanzado (CONAMA, 2005; MINISTERIO DA
SAUDE, 2011). Con respecto a las aguas subterraneas, el LM es de 2, 5y 10 ug L™ en aguas
destinadas al consumo humano, consumo animal e irrigacion, respectivamente (CONAMA,

2008). Asi, dependiendo de la legislacion en cuestion el LM del agrotdxico permitido varia.

1 KOSKINEN, W. C.; CLAY, S.A. Factors affecting atrazine fate in north central U.S. soils. Rev. Environ.
Contam. Toxicol. 151, 1998. p. 123 (Traduccion del autor).
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Tabla 3: Toxicidad y efectos adversos de la atrazina en humanos, invertebrados acuaticos
inferiores, vertebrados superiores y microorganismos del suelo

Grupo Nombre cientifico Nombcl':l/;f;:legorla Mecanismo de toxicidad Referencias
Microbiota del . D1§m1nuc1on de la: blomasa’ Bonfleur, et
- microbiana hasta 63 dias después de
suelo N al. (2015)
su aplicacion
. Inhibicion del crecimiento (43%
Pluteus cubensis, ; 0
Hongos Pluteus cubensis y 71,9% Polyporus
Polyporus sp., ) . 1 loni
Gloeophyllum Hpnggs sp.), clareamiento de las co onias Henn
. basidiomicetos (Gloeophyllum striatum), reduccion (2009)
striatum, Pycnoporus . 1.
. del adensamiento micelial
sanguineus. .
(Pycnoporus sanguineus).
Raphidocelis Micro aloa Disminucion en el rendimiento de ~ Baxter et al.
subcapitata & PSII (2016)
Inhibicién del crecimiento
poblacional de algas (Recuentos de
Selenastrum Aloa verde células IC50), porcentaje de letalidad  Caux et al.
Algas capricornutum & (citometria de flujo derivada LC50) e (1996)
inhibicion del transporte de
electrones fotosintéticos
El proceso fotosintético, la division
. . . L i Ma et al.
Diporeia sp. Micro alga celular, la sintesis de lipidos fueron
. (2006)
los mas afectados
La atrazina era mas toxica para la
lombriz que para el clorotolurén. La
e . S , Xu et al.
Eisenia fétida Gusano r0jo combinacion mostrd un efecto (2006)
sinérgico. La actividad de SOD
Anélidos mostré incremento.
. . Lombriz de tierra Da.r%o de l? capa clologeng y del Oluah et al.
Nsukkadrilus funmie L tejido epitelial; vacuolaciones
nigeriana . , o (2016)
prominentes y células picndticas
Almeja de agua Dos-Santos;
Corbicula fluminea ) & Llevando a la peroxidacion de lipidos ~ Martinez
dulce
(2014)
Efectos perjudiciales sobre la
Moluscos glandula digestiva mediante la Lee ot al
Crassostrea gigas Ostra japonesa modulacion de parametros (2017) ’
moleculares y bioquimicos
importantes
No es muy toxico en niveles aun mas
Chironomus tentans Mosquito altos, pero la combinacioén con Belden and
; Lydy (2001)

clorpirifos, metilparation, malation
disminuye la CE50
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https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR14
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR14
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR38
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR38
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR137
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR137
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR232
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR232
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR158
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR158
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR56
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR56
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR56
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR124
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR124
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR20
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR20

Nombre/categoria

Grupo Nombre cientifico comiin Mecanismo de toxicidad Referencias
El efecto interactivo de los tres
. ticidas fue sinérgico y tieneun  Kungolos et
D, Pul pes ) i
aphnia magna ulgas de agua efecto negativo sobre el higado, los al. (1999)
rifiones, etc.
Disminucién significativa del
contenido de glucogeno y .
. . . N . Silveyra et
Neohelice granulata  Cangrejo estuarino disminucion significativa del al. (2017)
contenido de proteinas vitelogeninas '
en el ovario
Reduce la tasa de apareamiento, el
Artropodos Drosophila nimero de progemie y la CapaCIdi?,(’i de Vogel et al.
Mosca de la fruta fertilizacion competitiva; también
melanogaster L (2015)
altera la expresion génica y la
produccion de proteinas
La exposicion a la atrazina reduce la )
tasa de pupacion, la tasa de Marcus;
D. melanogaster Mosca de la fruta . > Fiumera
emergencia y la longevidad del
(2016)
adulto
La mortalidad significativa de H.
., Ralston-
azteca 96 h ocurrid dentro de las
Hyalella azteca Scud . . .. Hooper et
primeras 2 h de enmienda en el sitio
. . al. (2009)
de enmienda aguas arriba
Las larvas de anfibios mayores eran
Rana pipiens; Bufo Rana leopardo; mas sensibles. La toxicidad de la Howe et al.
americanus sapos americanos mezcla 50:50 de atrazina y alaclor fue (1998)
mayor que la del aditivo
Anfibios . .
. Efecto pesimista sobre los parametros  Dornelles;
Lithobates L T .
. Rana toro bioquimicos, la peroxidacion lipidica ~ Oliveira
catesbeianus . . .
y la supervivencia en renacuajos (2014)
. Rana africana de  Disminucion de los niveles de lipidos Hayes et al.
Xenopus. Laevis ~ . . .
ufias séricos y enzimas hepaticas (2002)
Reduccion del complemento sérico y
Trachemvs scrinta Ticotea elegante actividades de la lisozima, reduccion ]
y P & del nimero de leucocitos y de su Soltanian
actividad fagocitica (2016)
Reptiles Los cambios histopatologicos en el
higado revelaron infiltracion de
leucocitos, vacuolizacion de
. . . . Mela et al.
Rhamdia quelen Cascudo hepatocitos como areas de esteatosis (2013)

y necrosis, lo que llevo a los niveles
de indice de lesion elevados en todas
las concentraciones probadas;
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https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR122
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR122
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR190
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR190
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR215
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR215
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR143
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR143
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR143
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR172
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR172
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR172
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR84
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR84
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR55
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR55
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR55
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR80
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR80
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR196
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR196
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR148
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR148

Nombre/categoria

Grupo Nombre cientifico comiin Mecanismo de toxicidad Referencias
el proceso de osmorregulacion se
alter¢6 y las branquias mostraron
cambios en las células pavimentosas
y las células de cloruro
Channa punctatus Cabeza de Tasa significativa de microntcleos y Nwani et al.
p Serpiente anormalidades nucleares (2011)
Los parametros hematologicos como Zadeh et al
Tor grypus Shabout hemoglobina, hematocrito y globulos (2016) ’
rojos se redujeron significativamente
Inhibidor de la enzima, afecta el
. Y N Santos;
Plotosus lineatus Chipiron metabolismo hepitico y produce dafio Martinez
p genotoxico a diferentes tipos de (2012)
células
Ctenonharmeodon Carpa herbivora Disminucion en los niveles de Khan et al.
PRATYIE P proteina total y albimina sérica (20164, b)
. o Tasa significativa de microntcleos y  De Campos
Oreochromis niloticus Tilapia anormalidades nucleares et al. (2008)
Efecto de atrazina y clorpirifos sobre
Cyprinus carpio Carpa comin los niveles de ARNm de HSP70 y Xing et al.
P P P HSC70 en higado, cerebro, rifién y (2013)
Peces branquias de la carpa comtin
Oncorhvnchus mvkiss  Trucha arcoiris La trucha arcoiris parece ser menos  Howe et al.
y Y sensible que las larvas de anfibios (1998)
Jetalurus punctatus  Pez sato americano El bagre de canal parecia ser menos  Howe et al.
p & sensible que las larvas de anfibios (1998)
Influencia sobre los marcadores de Blahové ct
Danio rerio Pez zebra estrés oxidativo y la enzima
. . al. (2013)
desintoxicante
Inhibidor enzimatico, que altera el
. - - Santos;
Prochilodus lineatus Madrilla metabohsmp hepafuco y prqduce dafio Martinez
genotoxico a diferentes tipos de (2012)
células
Altera las redes de hormonas a través
de la convergencia de la actividad de
NRS5A y la senalizaciéon de AMPc, Suzawa;
Danio rerio Pez zebra para alterar potencialmente el Ingraham
desarrollo y funcionamiento (2008)
endocrinos normales en vertebrados
inferiores y superiores
Funcion de respiracion de las
Pescado blanco de  branquias y regulacion ionica de los  Khoshnood

Caspian kutum

Caspio

alevines afectados por tejido dafino,
células pavimentosas e ionocitos

et al. (2015)
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https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR156
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR156
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR242
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR242
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR177
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR177
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR177
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR52
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR52
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR231
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR231
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR84
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR84
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR84
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR84
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR25
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR25
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR177
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR177
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR177
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR203
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR203
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR203
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR106
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR106

Grupo

Nombre cientifico

Nombre/categoria
comun

Mecanismo de toxicidad

Referencias

Roedores

Rattus norvegicus

Mus musculus

Mus musculus

Rattus norvegicus

ratas Wistar
machos

Ratones machos

Ratones

Ratas Sprague-
Dawley machos

Afecta a ambas células germinales ya

que reduce la motilidad y el recuento
de espermatozoides en ratas macho

Inhibe la liberacion de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH),
que disminuye la secrecion de LH
que puede conducir a un aumento de
los abortos en machos

La atrazina interfiere con la meiosis
normal, que afecta la produccion de
espermatozoides

La atrazina conduce al estrés
oxidativo y alteraciones en la
homeostasis del calcio que induce
inmunotoxicidad

Las células no dopaminérgicas
responden y el efecto inductor de la
hipoactividad

Victor-
Costa et al.
(2010).
Pogrmic et
al. (2009)

Stoker et al.
(2002)

Gely-Pernot
etal. (2015)

Gao et al.
(2016)

Rodriguez
etal. (2017)

Primatas

Homo sapiens

Mujeres
posmenopausicas

Hepatocitos
primarios humanos

Neuroblastoma
humano

Efectos disruptivos endocrinos

Exposiciones cortas y cronicas
conducen a un impacto celular en
hepatocitos primarios humanos y

células HepaRG

Induce la apoptosis de células de
neuroblastoma humano SH-SYS5Y a
través de la regulacion de la relacion

Bax / Bcl-2 y via dependiente de

caspasa-3

Induce que la expresion de la
aromatasa es dependiente de SF-1y
disruptor endocrino

Interrumpe el control hipotaldmico de
la funcidn pituitaria-ovéarica

Induce células de neuroblastoma
dopaminérgico humano SH-SY5Y a
través de la activacion microglial

Inoue-Choi
et al. (2016)

Nawaz et al.
(2014)

Abarikwu;
Farombi
(2015)

Fan et al.
(2007)

Cooper et
al. (2000)

Ma et al.
(2015)

Adaptado de: SINGH ef al., 2018
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https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR198
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR198
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR66
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR66
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR65
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR65
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR174
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR174
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR87
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR87
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR151
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR151
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR1
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR1
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR1
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR61
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR61
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR46
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR46
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR138
https://link-springer-com.ez350.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10311-017-0665-8#CR138

Se han detectado agrotoxicos y sus productos de degradacion en agua potable, ya que
los procesos de potabilizacion convencionales no remueven ninguna de estas moléculas
eficientemente (COELHO; BERNARDO, 2017). En varios municipios de Parand, asi como en
otros estados, la atrazina supera el LM permitido en los sistemas de abastecimiento de agua,
siendo necesario adoptar medidas que garanticen la calidad del agua bajo los estandares
brasilefios de potabilidad (MACHADO et al., 2016; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA,
2017; SODRE et al., 2018).

2.1.1 Degradacion, biodegradacion y enzimas ligninoliticas

En condiciones de campo, la atrazina es degradada mediante procesos quimicos y
bioldgicos (SALAZAR-LEDESMA et al., 2018). La degradacion quimica sucede por hidrolisis
o fotolisis (radiacion ultravioleta, visible o infrarroja), mientras que la biodegradacion (procesos
bioldgicos) esta asociada a bacterias, hongos y plantas, cuando el metabolismo de estos seres
vivos promueve la descomposicion parcial o mineralizacion total del herbicida (FAN; SONG,
2014). A pesar de que varios estudios revelan que la fitodegradacion (biodegradacion mediada
por plantas) es un mecanismo independiente para la catalisis de la atrazina, la actividad
microbiana es el mecanismo mas importante para su descomposicion en el suelo (FAN; SONG,

2014; SINGH; SINGH, 2016).

La utilizacion de la capacidad degradativa de organismos, en este caso
microorganismos, o sus enzimas derivadas, al convertir compuestos recalcitrantes en productos
no toxicos, durante procesos de recuperacion de ambientes contaminados es considerada como
biorremediacion (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016). El empleo de la
microbiota como estrategia para la biorremediacion de suelos contaminados con atrazina es
impulsado debido a la gran cantidad de microbios degradadores descritos, bajo costo en relacion

a otras técnicas e inocuidad medioambiental (KARIGAR; RAO, 2011; SINGH; SINGH, 2016).

La tolerancia de los microorganismos a altas concentraciones del xenobidtico es un
prerrequisito esencial y una medida indirecta de su capacidad degradativa, asi se ha buscado
aislar y caracterizar linajes capaces de metabolizar la atrazina en ambientes contaminados con
este agrotoxico (SENE et al., 2010). Aun mas, el empleo de organismos en procesos de
biorremediacion requiere comprobar su capacidad para disminuir la concentracion inicial del
contaminante y producir elevada cantidad de enzimas de interés, asi como evaluar los

metabolitos producidos, a fin de asegurar la disminucién de toxicidad mediante la
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biorremediacion (MORENO et al., 2004; HENN, 2009).

Procariotas como eucariotas encuentran en la atrazina una fuente de nutrientes,
especialmente como fuente de nitrégeno (ENTRY; MATTSON; EMMINGHAM, 1993; SENE
et al., 2010) y carbono (SHAPIR et al., 2007), consecuentemente la disponibilidad de fuentes
preferenciales de estos compuestos puede afectar negativamente la utilizacion del agrotoxico
(SENE et al., 2010). Ademas de la propia presencia de los degradadores (CRAWFORD; SIMS;
RADOSEVICH, 1998), entre otros factores que influencian la biodegradacion se pueden
mencionar la dosis aplicada del herbicida (MORENO et al., 2007) y las condiciones
fisicoquimicas del suelo (ANDLEEB et al., 2016).

La degradacion microbiana de la atrazina, formando diferentes metabolitos (Tabla 4),
puede ser dividida en dos etapas (Figura 3) (HANSEN et al., 2013; SINGH et al., 2018; ZENG
et al., 2017). En la primera la atrazina se transforma en acido ciandrico, mediante vias
hidroliticas u oxidantes-hidroliticas que remueven el cloruro y las cadenas laterales N-alquilo
de la molécula (SINGH; SINGH, 2016; SINGH et al., 2018). En esta via I, los productos
intermediarios hidroxiatrazina (HA), deisopropilatrazina (DIA) y desetilatrazina (DEA) son
producidas por especies fungicas y bacterianas (SINGH et al., 2018). En la segunda etapa,
principalmente catalizada por bacterias, el anillo del acido ciantirico es quebrado por hidrolisis

consecutiva en biuret, alofanato y amonio y dioxido de carbono (SINGH; SINGH, 2016).

La mayor parte de vias metabolicas de mineralizacion de la atrazina se han
elucidado a partir de bacterias y a pesar de que especies fungicas han demostrado aptitud para
degradarla - al producir ligeras transformaciones en la molécula mediante el complejo
enzimatico extracelular-, su actividad catalitica ain no es claramente comprendida
(GIANFREDA; RAO, 2004; FAN; SONG, 2014). Esto se debe a que a partir de 1994 la
degradacion de atrazina se ha investigado ampliamente en bacterias (YANZE-KONTCHOU;
GSCHWIND, 1994), entre ellas Pseudomonas sp. cepa ADP es capaz de mineralizar el
agrotoxico al utilizarlo como unica fuente de nitrogeno, mediante las enzimas codificadas por
los genes atzABCDEF del plasmido pADP-1 (MARTINEZ et al., 2001; SINGH; SINGH,
2016). De modo general, los genes codificantes de enzimas cataliticas de la atrazina
(atzABCDEF y trzZNDF), revelan un origen unico y reciente al ser altamente conservados y su
dispersion transferencia horizontal, al situarse en plasmidos autotransmisibles, ha permitido su
amplia distribucion a nivel mundial y su identificacion en especies de los filos Actinobacteria,

Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes (KRUTZ et al., 2010); atin mds, combinaciones
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enzimaticas diferentes diversifican las estrategias microbianas para la degradacion del herbicida

(DEVERS; ROUARD; MARTIN-LAURENT, 2007).

Tabla 4: Propiedades fisicas y quimicas de los principales metabolitos de degradacion de la

atrazina
- Ley de
Férmula Solubilidad LogP Densidad Henry
Nombre general Nombre de IUPAC . en agua p 3 %3
quimica 1 25°C) (gem™) (Pam
(mg L) 1
mol™)
2-Amino-4-
Desetilatrazina (DEA) isopropylamino-6- CeH19CINs 2700 1.90 1.38 3.55x 107
chloro-s-triazine
Desisopropilatrazina ~ 6-chloro-N-ethyl-1,3,5-
(DIA) triazine- 2,4-diamine CsHsCINs i 119320 1455 )
4-(Ethylamino)-2-
Hidroxiatrazina hydroxy-6- 3
(HA) (isopropylamino)-1,3,5- CgHisNsO 5.9 2.09 1.3 6.36x 10
triazine
6-(Propan-2-ylamino)-
N-Isopropylammelide  1H- 1,3,5-triazine-2,4-  C¢H1oN4O> 33 -0.47500 1.51 -
dione
Biuret Imidodicarbonic diamide C;HsN3O» 20 0.52490 1.432 -
Allophanate Urea-1-carboxylate C,H3N>O3”  Insoluble  0.23740 1.581 -
Ammelide 6-Amino-1,3,5-triazine-2 C3;H4N4O>  Insoluble -0.55380  1.573 -
2-Chloro-4-hydroxy-
6-amino-1,3,5- 2 chloro-d-hydroxy-6- oy 0y - -0.01830 2.1 -
.. amino-1,3,5-triazine
triazine
o L 1,3,5-Triazine- 15
Acido cianurico C3H3N;03 2000 -2.24850 2.5 8.7X 10

2,4,6(1H,3H,5H)-trione

Fuente: SINGH et al., 2018
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|
: OH
: AM
1 NH2
HO : N4\< Nl \N
N ’ HaC — HO N OH
i / — '
YOS e X e

NH HaC H . . . Desetilatrazina
/ : Desisopropilatrazina (DEA)
HL Hidroxiatrazina (DIA)
(HA) i DEM
NEC

HaN

HDEH N—< o
N A\ =N
. 4/—*{” el ; ) N,
f‘c‘< N:< : HaN

H
CH3 OH Desisopropilhidroxiatrazina Desisopropil-
- - (DIHA) desetilatrazina
N-lsopropilammelida
DIHA NEAC
OH
HO

_/NH_< N N>\::/>7C| Han /“\ /K

H;C N NH o}
on
2,4-Dihidroxi-6-{N-etil)- HN
amino-1,3,5-triazina 2-Cloro-4-hidroxi-6-

amino-1,3,5-triazina

\:.2,4-D6-N EA-1,3,5-TEH

HDAEH
Ho HO 2NHa+ 2C0z
- -
—
N OH
N >—0H —-— /
>\'—rﬁ/ NIIA ) N
Ha

HO

- 2,4-Dihidroxi-6-amino-

Adaptado de: HANSEN et al., 2013; SINGH et al., 2018; ZENG et al., 2017

Figura 3: Vias de mineralizacion de la atrazina. Izquierda. Pasos enzimaticos que catalizan la conversion de
atrazina al intermediario comun acido cianudrico. Derecha: via de degradacion del acido cianurico. Enzimas que
participan en las vias: AC atrazina clorohidrolasa, AM atrazina monooxigenasa, HDEH hidroxil decloroatrazina
etilaminohidrolasa, NEC N-etilaminel clorohidrolasa, DEM desetilatrazina monooxigenasa, NIAIA N-isopropil
ammelida isopropilaminohidrolasa, DIHA deisopropilhidroxilatrazina aminohidrolasa, NEAC N-etilammelina
chlorohidrolasa, 2, 4 D6 NEA 1, 3, 5 TEH = 2, 4-dihidroxi-6- (N’-etil) amino-1, 3, 5-triazina etilaminohidrolasa,
HDAEH hidroxidecloro atrazina etilaminohidrolasa, IATA N-isopropilammelida isopropilamidohidrolasa.

Se considera que los hongos son responsables por la N-dealquilacion de las cadenas

laterales de la atrazina, abriendo camino para la degradacion bacteriana del anillo heterociclico
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(KAUFMAN; BLAKE, 1970; LEVANON, 1993; MARINHO et al., 2017; SINGH et al., 2018).
A pesar de que los principales productos de transformacion producidos por hongos fueron
desisopropilatrazina (DIA) y desetilatrazina (DEA), diferencias cualitativas y cuantitativas
estan asociadas a los degradadores (KAUFMAN; BLAKE, 1970; MASAPHY et al., 1993),
quienes emplean diversas enzimas cataliticas, por ejemplo peroxidasa (Figura 4), y cofactores

asociados (RABINOVICH; BOLOBOVA; VASIL, 2004).

Recalcitrant compound

Intracellular
| attack: Cyt
: P450

' Owxidation, Reduction,
Hydrolysis,
Dehalogenatione

Extracellular Oxidation Activated Recalcitrant
compounds

B : Glutathionylation,
Peroxidase, Conjugation acetylation,
Laccase, methylation

Oxidase Further
catabolism Intermediate

metabolites
Excretion
\ and Storage
Excreted Derivatives

Vacuole

N

e )
- I

Fuente: DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016

Figura 4: Mecanismos adoptados por hongos para la biorremediacion de compuestos toxicos
y recalcitrantes. La lacasa, peroxidasa y oxidasa representan el sistema enzimatico extracelular,
mientras que el citocromo P450 monooxigenasa es parte del complejo enzimatico intracelular.

En comparacion a las bacterias, los hongos filamentosos sobresalen como agentes
de biorremediacién por su alto potencial de degradacion asociado a la gran area superficial que
llegan a cubrir las redes miceliales, en donde se translocan factores esenciales para el
crecimiento y catalisis de sustancias recalcitrantes, la produccion extracelular de enzimas
catabolicas con amplia especificidad de substrato, la alta supervivencia de esporos bajo
condiciones ambientales desfavorables y la independencia de usar contaminantes como

sustratos de crecimiento (HARMS; SCHLOSSER; WICK, 2011; FAN; SONG, 2014). A pesar
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de que los hongos tienen la capacidad de degradar pesticidas empleando sistemas enzimaticos
intra y extracelulares (Figura 4) (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016), el mayor
potencial para la biorremediacion de los hongos de la pudricién blanca estd asociado a las
enzimas del complejo ligninolitico extracelular, o enzimas ligninoliticas, constituyéndose como
moléculas de importancia biotecnologica e industrial (GAGO-FERRERO et al., 2012;
DURAIRAJ et al., 2015). Inclusive la asociacién de hongos y bacterias en consorcios

microbianos es otra estrategia para la degradacion de los pesticidas (MAQBOOL et al., 2016).

El complejo ligninolitico extracelular de amplia especificidad de sustrato,
compuesto principalmente por lacasa, lignina peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP),
permite que su actividad degradativa no sea exclusiva sobre residuos lignoceluldsicos de
ocurrencia natural, sino que cataliza una serie de compuestos recalcitrantes, como la atrazina
(GAGO-FERRERO et al., 2012; FAN; SONG, 2014; DESHMUKH; KHARDENAVIS;
PUROHIT, 2016). Estas enzimas son ampliamente encontradas en la naturaleza, en animales,

plantas, hongos y bacterias (SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018).

Las lacasas son denominadas multicobreoxidasas por poseer 4 atomos de cobre
distribuidos en su sitio activo, el cobre funciona como cofactor enzimdtico y el oxigeno
molecular como cosustrato, al oxidar compuestos fendlicos, no fendlicos y aromaticos, con la
concomitante reduccion de O, en HoO (MINUSSI; PASTORE; DURA, 2007; HENN, 2009;
DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016; SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018).
Estas enzimas, producidas intra y extracelularmente (YAROPOLOV et al., 1994), son las
mayores responsables por la catalisis de lignina en la materia organica en descomposicion y,
gracias a su actividad enzimatica no especifica, se registra su accion sobre hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PHAs) (WU et al., 2013), pesticidas (REZENDE et al., 2005),
colorantes (BONUGLI-SANTOS; DURRANT; SETTE, 2010), entre otros tipos de
compuestos. Ademads, las lacasas son consideradas como agentes de biorremediacion por su
estabilidad en medio extracelular y la facilidad de producirlas en gran escala (BALDRIAN,
2006; HENN, 2009).

La LiP y MnP son hemoproteinas que requieren de los cosustratos peroxido de
hidrégeno y manganeso, respectivamente, ademas de mediadores en el caso de las LiP, para
oxidar compuestos xenobioticos en radicales fenolicos poco solubles y facilmente precipitables
(SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018). Las LiP resaltan entre las peroxidasas por su elevado

potencial de oxidorreduccion, en funciéon de su relativa inespecificidad de sustrato
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(GIANFREDA; RAO, 2004).

A pesar de que autores sostienen que la produccion de las enzimas ligninoliticas
sucede durante el metabolismo secundario bajo condiciones de limitacion de nutrientes
(BUMPUS; BROCK, 1988; MIR-TUTUSAUS et al., 2018), otros estudios revelan que la
produccion enzimatica es influenciada por factores distintos e independientes (HENN, 2009).
Entre estos factores se pueden mencionar: composicion del medio de cultivo (YUECHUN et
al., 2010), temperatura (IKEHATA; BUCHANAN; SMITH, 2004), pH (YUECHUN et al.,
2010), presencia de substrato o inductores especificos (IKEHATA; BUCHANAN; SMITH,
2004) y humedad del suelo (BASTOS; MAGAN, 2009).

La introduccion de potenciales biorremediadores requiere su adaptacion a los
componentes bidticos y abioticos presentes en el nuevo local (KULSHRESHTHA; MATHUR;
BHATNAGAR, 2014). En este sentido, es necesario comprender la relacion entre la
degradacion fingica de pesticidas y los cambios en las caracteristicas fisico quimicas del
ambiente, asi como distinguir cuando se afectan las propiedades del contaminante o a la
fisiologia del hongo (MAQBOOL et al., 2016). Por ejemplo, la baja biodisponibilidad o
accesibilidad al contaminante y preferencia de los hongos por fuentes de nutrientes diferentes
al herbicida conllevan a una limitada biodegradacion del contaminante (MAQBOOL et al.,
2016). En los ultimos afios, la aplicacion de enzimas libres, en lugar de la microbiota, y las
transformaciones genéticas de hongos buscan mejorar los procesos de biorremediacion basados

en hongos (SUTHERLAND et al., 2004; HE et al., 2014).

2.2 DIVERSIDAD FUNGICA DEL PARQUE NACIONAL DO IGUACU

El PNI, creado en 1939 por el Decreto-Ley Federal n° 1.035, abarca un perimetro de
420 km y un area de 185262,5 ha entre las coordenadas 25°05' hasta 25°40' S y 54°30' hasta
54°40" O (SALAMUNI et al., 2002). Su gestion esta a cargo del Instituto Chico Mendes de
Conservacion de la Biodiversidad. A partir de 1986, es considerado Patrimonio Natural de la
Humanidad por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la
Cultura (UNESCO), en base a la gran dimension y excepcional belleza escénica de las Cascadas
de Iguagu y su rica biodiversidad en el remanente forestal protegido mas grande del Bosque

Atlantico, junto con el area del Parque Nacional Iguazi de Argentina (UNESCO, 2018).
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Segun SALAMUNI et al. (2002) el area de PNI presenta dos dominios geotectonicos:
dominio de las efusivas volcanicas y dominio de las coberturas recientes. El primero estd
constituido de litotipos volcanicos basalticos generalmente de composicion basica, asociados a
esporadicas efusivas acidas e intermediarias, que cubren practicamente toda la extension del
PNI, originando suelos argilosos y ferraliticos; mientras que las coberturas recientes, de
distribucion restricta, corresponden al substrato volcanico propiamente dicho (material
aluvionar, coluvionar y material de alteracion in situ) (SALAMUNI et al., 2002). Los suelos
derivados de rocas eruptivas identificados en el area del PNI son latosol morado, tierra morada,
suelos hidromorficos y suelos litoliticos, siendo que el alto contenido de minerales esta asociado
a latosol morado (hierro, aluminio, titanio y manganeso) y a la tierra roja (hierro, aluminio y

magnesio) (EMBRAPA, 1984; IBAMA, 1999).

El clima de la region del PNI, en base a la clasificacion de clima global de Koppen, es
subtropical hiimedo o mesotermico (Cfa), caracterizado por una pluviosidad superior a 900 mm
durante todo el afio, sin una estacion seca tipicamente definida, y temperatura media anual entre
21 °Cy22°C (CAVIGLIONE et al, 2000; IBAMA, 1999). En respuesta a las caracteristicas del
clima, suelos y temperatura, las formaciones vegetales presentes en el PNI son Bosque
Estacional Semidecidual con el 20% - 50% de arboles que pierden las hojas durante el invierno,
Bosque Ombroéfilo Mixto con presencia de araucaria y Formaciones Pioneras de Influencia
Fluvial en zonas periddicamente saturadas de agua en las épocas de mayor indice pluviométrico

(IBAMA, 1999).

La diversidad morfolodgica y funcional de hongos del PNI es practicamente desconocida.
WRIGHT y WRIGHT (2005) identificaron 375 especies fungicas, contenidas en siete géneros
en el Parque Nacional Iguazi de Argentina. DUQUE CASTANO (2016) en el Trabajo de
Conclusion de Curso titulado “Efecto De Borde En Hongos De Un Bosque Atlantico
Semideciduo” determin6 que el efecto de borde artificial es negativo sobre la riqueza y neutro
sobre la composicion de hongos del PNI, al aislar y preservar 366 morfotipos, de los cuales 50
fueron identificados a nivel de division, familia o género. De los 366 morfotipos, 69, 48
exclusivos de interior del parque (500 metros) y 21 exclusivos del borde, se catalogaron como
potenciales degradadores de lignina - en el ensayo cualitativo que uso el reactivo Guayacol (2-
methoxyphenol) como inductor enzimatico y como indicador de la capacidad ligninolitica de
los hongos -, al evidenciar un cambio de coloracion (marrén oscuro) en el medio de cultivo

(Figura 5). Entre los aislados, muchos se caracterizaron como pertenecientes a los géneros
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Trichoderma y Fusarium. A pesar de la diferencia numérica de potenciales degradadores, no
existié diferencia significativa sobre la riqueza de hongos con potencial ligninolitico entre el
borde y el interior forestal estudiado (DUQUE CASTANO, 2016). Con base en estos resultados,
en el presente estudio se evalud el potencial de degradacion de atrazina por los hongos del borde

que presentaron potencial ligninolitico.

Fuente: DUQUE (2016)

Figura 5: Verso de placa de un hongo del género Fusarium reactivo en etapas avanzadas de
crecimiento.
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3 OBJETIVO

3.1 GENERAL:

Evaluar el potencial de biodegradacion de atrazina por hongos del Parque Nacional do

Iguacgu

3.2 ESPECIFICOS:
e Definir un método de seleccion eficiente de hongos con potencial de degradacion de
atrazina a traves de la evaluacion del crecimiento micelial de los hongos y la produccion

de lacasa en presencia del herbicida

e Determinar la biodegradacion del herbicida mediante Microextraccion Liquido-Liquido
Dispersiva (DLLME), en conjunto con el Analisis Cromatografico en Fase Gaseosa
acoplado al Espectrometro de Masas (GC - MS), ademas de evaluar la formacién de los
principales productos de degradacién de la atrazina generados (DIA y DEA).

e Seleccionar los hongos con potencial de degradacién de la atrazina y caracterizarlos

mediante técnicas morfoldgicas y moleculares.
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4 METODOLOGIA

El esquema metodologico completo de la investigacion es ilustrado en la Figura 6.

4.1 OBJETO DE ESTUDIO — HONGOS

Se trabajo con aislados que presentaron potencial ligninolitico y que fueron colectados
en la region del borde del Parque Nacional do Iguagu (PNI) por DUQUE (2016), a 8 m desde
el asfaltado hacia el interior del bosque. Dicho borde esta separado de una matriz agricola de
diferentes cultivos por el asfalto, el mismo que cuenta con 7 metros de ancho aproximadamente.
Los hongos se encontraban depositados en la Coleccion Fungica del Laboratorio de
Microbiologia de la UNILA. Considerando que los aislados tienen potencial de degradacion de
lignina y que fueron muestreados de una zona donde la microbiota puede haber tenido algun

tipo de contacto con agrotoxicos, se decidio evaluar su capacidad para degradar la atrazina.

4.2 ETAPA 1: DEFINICION DEL METODO DE SELECCION DE DEGRADADORES DE
ATRAZINA

Se establecieron tres tratamientos - sin ATZ (control), con ATZ esterilizada en autoclave
y con ATZ sin esterilizar — y se consider6 2 hongos para los analisis tal como muestra la Figura
6 — Etapa 1. Los hongos fueron reactivados en el mismo medio de cultivo s6lido donde fueron
aislados, Extracto de Malta y Agar 2% (MA2) compuesto por 2g de malta y 2g de agar en cada
100 ml de agua destilada, por 7 dias a 28°C. Al haber crecido en la placa, fueron sometidos a
una concentracion de 10 mg L' de atrazina (BENDING; FRILOUX; WALKER, 2002;
PEREIRA, 2011).

La atrazina PESTANAL® (Sigma-Aldrich) fue disuelta en agua ultrapura con
resistividad controlada de 18.2 (), usando bafio ultrasonido a temperatura ambiente hasta
asegurar la completa disolucion de la molécula y fue almacenada en un frasco ambar. El medio
de cultivo MA; liquido (sin adicion de agar) fue preparado en la solucion de atrazina y 25mL
fueron distribuidos en cada erlenmayer de 125 mL, los mismos que fueron cubiertos con

aluminio para evitar su exposicion a la luz.
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Figura 6: La investigacion se condujo en tres etapas. 1) En la definicion del método de seleccion de degradadores de atrazina se establecieron tres
tratamientos (sin atrazina (control), con atrazina esterilizada y con atrazina sin esterilizar), entre los cuales se comparé la degradacion de atrazina,
la produccion de la enzima lacasa y la produccion de biomasa. Los aislados crecieron en erlenmayers con medio liquido en las condiciones de
cultivo especificadas en la parte superior. 2) Seleccion de los mejores degradadores de atrazina en base a analisis cromatograficos (degradacion de
atrazina y formacion de DEA y DIA) y estadisticos (analisis de variancia y analisis a posteriori). Los tratamientos correspondieron al control (medio
sin hongo) y a cada uno de los aislados, todos en presencia de atrazina y por triplicado (R1, R2 y R3). 3) Caracterizacién taxondémica de los mejores
degradadores utilizando caracteres morfologicos e informacion molecular. Se especifica las condiciones de microcultivo y el procedimiento
efectuado para realizar el andlisis filogenético.

32



Después de esterilizar el material en la autoclave, en cada erlenmayer se inocularon tres
discos de micelio periférico de 6mm de didmetro (KOENIG; MAGNOLON; ECOLE, 2015).
Los vidrios fueron aleatoriamente colocados en una incubadora shaker a 28°C y 150 rpm por 7
dias. Al final del periodo de incubacion, se filtré el cultivo en un sistema de filtracion al vacio
usando papel filtro y se conservo la parte liquida en frascos ambar en freezer a -4°C, para los
analisis cromatograficos (item 4.2.1) y enzimaticos (item 4.2.2), y el micelio fingico (parte

solida) para determinar el peso seco (item 4.2.3).

4.2.1 Anadlisis de la degradacion de atrazina y produccion de sus principales metabolitos por

GC-MS

El método de preparacion de muestra y andlisis cromatografico se baso en el trabajo de
FLORA (2018). En ese trabajo se cuantificaron la ATZ, DIA y DEA en muestras de aguas
superficiales de rios mediante Microextracion Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME)
optimizada por el disefio experimental Doehlert, seguida de Cromatografia en Fase Gaseosa
acoplada al Espectrometro de Masas (GC - MS). La robustez del método fue evaluada por Flora
en diferentes muestras de agua. En base a los resultados obtenidos, se escogié este método de

preparacion para aplicarlo en muestras de medio de cultivo con hongo y de controles.

Enla técnica de extraccion, la concentracion final de atrazina y del padrén interno, etion,
fue ajustada a 2 ug L', transfiriendo 10 uL de la muestra de atrazina con concentracion inicial
de 10 mg L' y 200 uL de etién con concentracion inicial de 0,5 mg L' a un volumen final de
50 mL de agua ultrapura, al que previamente fue afiadido 0,10 g mL™' de NaCl. La solucién fue
ajustada a pH 7 y alicuotas de 5 ml se dispusieron en tubos de centrifugacion de vidrio con base
conica de 15 mL, donde 163 pL de diclorometano grado HPLC (solvente extractor) y 550 puL
de acetona grado HPLC (solvente dispersor) fueron rapidamente afiadidos. La emulsion
formada se centrifugd a 2000 rpm por 5 min. Se retird aproximadamente 150 uL de la fase de

abajo, evitando la contaminacion entre las fases, y se almacen6 en inserts de 300 uL.

El cromatégrato GC-MS contd con un sistema TRACE 1300 GC-MS equipado con un
sistema de muestreo automatico TriPlus RSH y un analizador de masas ISQ Single Quadrupole
MS, que separo los analitos en la columna capilar TR-5MS (30 m % 0,25 mm x 0,25 pm), todos
los componentes de la marca ThermoScientific. La temperatura del inyector se ajusté a 250 °C
y las muestras se inyectaron (2 pL) en modo splitless, usando Helio como gas de corrida con

un flujo constante de 1 ml min!. La temperatura inicial se fij6 a 50 °C (por 2 min) incrementada
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a 140 °C a 10 °C min’!, aumentada a 158 °C a 1 °C min™', aumentado a 250 °C a 10 °C min-1,

finalmente incrementada a 290 °C a 7 °C min™!' (Figura 8).
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Figura 7: Representacion grafica del gradiente de temperatura usado em la separacion
cromatografica de ATZ, DEA, DIA y el padrén interno (etion).

En el sistema de espectrofotometria se ajustd la temperatura de la fuente de iones y de
la linea de transferencia a 300°C y 250°C, respectivamente, y se configur6 en modo de
monitoreo selectivo de iones usando un ion mds intenso y dos iones calificadores (Tabla 5). El
procesamiento de datos se realizd con el software ThermoXcalibur, version 2.2 (Thermo

Scientific).

Tabla 5: Tiempos de retencion e iones mas intensos para analitos y patron interno

Analito Tiempo(criT:ei rr])etencién I((r)::/ezsj
DIA 20.76 173*,158 y 145
DEA 21.21 172,187*y 145
ATZ 26.3 200, 215*y 173
Etion 35.73 231*,153y 97
*ion mas intenso Fuente: Flora (2018)

A partir de estos se obtuvo la razon del area de la ATZ, DEA y DIA con respecto al
padron interno etion, mediante la Ecuacion 1. Los valores se expresaron en términos de razon

del area % dividiendo el valor obtenido en 100.

area del analito .
Ecuacion 1

Razén del area (RA) =

area del padron interno

4.2.2 Evaluacion confirmativa de la actividad de la lacasa

La actividad de la lacasa fue determinada usando la metodologia descrita por

BOURBONNAIS y PAICE (1988) y BUSWELL et al (1995) para evaluar la actividad de la
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lacasa extracelular sobre el sustrato sintético 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) - ABTS. La mezcla de reaccion para el andlisis tuvo un volumen final de 2 mL
constituida por 0.1 mL de ABTS 0,03% (p/v), 0.3 mL de tamp6n acetato de sodio 0,1M (pH
0,5) y 0.6 mL de solucion enzimatica (BONUGLI-SANTOS et al, 2016). La medicion de la
absorbancia de la mezcla de reaccion, antes y después de 10 min de incubacién en bano Maria
a 37°C, fue realizada mediante el espectrofotometro a 420 nm. El control negativo fue realizado
usando el extracto enzimatico desnaturalizado (obtenido al hervir el ensayo a 100 °C por 5 min),

mientras que el blanco contuvo extracto enzimatico y agua.

La unidad de actividad enzimatica por litro (U L™1), calculada mediante la Ecuacion 2
(BALTIERRA-TREJO; MARQUEZ-BENAVIDES; SANCHEZ-YANEZ, 2015), corresponde
a la cantidad de enzima capaz de oxidar 1 umol de ABTS por minuto, considerando un valor de
g, a 420 nm, igual a 3.6 x 10* M! cm™! para el ABTS oxidado (BUSWELL et al, 1995). Este
procedimiento fue realizado con dos repeticiones para cada una de las réplicas de cada aislado,

incluyendo las réplicas del control.
UL™" = AAbs.V;.D;.10%/e. V. t.d Ecuacion 2

Donde:

U: Actividad enzimética (umol min™' L)

AAbs: absorbancia final — absorbancia inicial

V;: volumen total (mL)

Ds: Factor de dilucion

108: Factor de correccion (umoL mol™)

&: coeficiente de absorciéon molar (M cm™ o L mol™! cm™)
Vs: volumen de solucion enzimatica (mL)

t: tiempo

d: recorrido 6ptico (1 cm)
La evaluacion confirmativa de la lacasa se denomina de esta forma porque mediante

este ensayo se determina la presencia de dicha enzima en el medio de cultivo mediante datos

cuantitativos, a diferencia d ellos ensayos cualitativos.
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4.2.3 Evaluacion de la produccion de biomasa
Para determinar la biomasa producida por cada aislado, el micelio colectado en el papel
filtro, de peso conocido, fue secado en la incubadora a 90°C hasta verificar peso constante por

un periodo méximo de 24 horas. La biomasa fue calculada mediante la Ecuacién 3.
Ps = Pp — Ppp Ecuacion 3

Donde:
Ps: peso seco
Pr: peso final

Ppr: peso del papel filtro

4.3 ETAPA 2: SELECCION DE LOS MEJORES DEGRADADORES DE ATRAZINA

Se realiz6 en lotes conformados de un control sin hongo inoculado y tres hongos, con
un total de 9 hongos. Cada tratamiento (hongo o control) fue realizado por triplicado, tal como
muestra la Figura 6 -Etapa 2. A partir de los resultados obtenidos, se realizd los analisis

estadisticos.

4.3.1 Andlisis cromatograficos

Se realiz6 el andlisis de la degradacion de atrazina y produccion de sus principales
metabolitos por GC-MS, como se especifica en el item 4.2.1. Ademas de obtener la razon del
area de la ATZ, DEA y DIA con respecto al padron interno Etion, mediante la Ecuacién 1, se
calculo, a partir de esos resultados, la degradacion de la ATZ y la formacion de DIA y DEA
mediante la Ecuacion 4 (WANG et al., 2018).

Ecuacion 4

RA trol—RAR
%) — contro ongo x 100

Degradacion/Formacion ( o
control

Donde:

RA ontror: Razon del area del control

RApongo: Razon del area de los analitos en el medio de cultivo de los hongos
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4.3.2 Analisis estadisticos

Se establecio un abordaje cuantitativo para evaluar el potencial de biodegradacion de la
atrazina, item 4.3.1, donde la variable independiente correspondi6 a cada aislado fingico y las
variables respuestas fueron la degradacion de ATZ, la formacion de DEA y la formacion de

DIA.

Los datos fueron procesados en Microsoft Excel® 2016. En BioEstat 5.3 fueron
realizados varios analisis. El test Shapiro-Wilk fue utilizado para determinar si los datos se
encuadraban dentro de la distribucion normal. Al observar datos discrepantes dentro de las
mediciones, se realizé el test de extremos para determinar los outliers. Este test se aplico
considerando el promedio y desvio padron cuando los datos eran paramétricos y el test
considerando la mediana y quartiles cuando eran datos no paramétricos. Se realizd el test
ANOVA one-way o Kruskal-Wallis, dependiendo si los datos eran paramétricos o no, para
determinar si existia diferencia promedio significativa entre tratamientos. El Test de Tukey o el
Test SNK (Student-Newman-Keuls) fueron realizados a posteriori, para datos paramétricos y
no paramétricos respectivamente. Estos andlisis permitieron determinar los mejores
degradadores de ATZ o formadores de DEA y DIA. En todos los analisis se considerd un nivel
de significancia de p<0.05. Se utilizo el software RStudio, version 1.1.456, para plotar los

graficos.

4.4 ETAPA 3: CARACTERIZACION TAXONOMICA DE LOS MEJORES
DEGRADADORES

La caracterizacion se baso6 en analisis morfologicos y moleculares (Figura 6 — Etapa 3).

4.4.1 Caracterizacion morfologica

Para la caracterizacion morfologica, con el intuito de observar las estructuras de
reproduccion de los aislados se realizé la técnica de microcultivo descrita por (WEBER; PITT,
2000), con ligeras modificaciones. Una vez que todo el material aqui mencionado fue
esterilizado, se colocd gasa dentro de una placa y se la humedecié con 2 mL de agua destilada,
sobre esta se coloco dos palillos de madera como soporte para el porta objetos que fue colocado
encima. Un cuadrado de medio de cultivo MA;> se coloco en la base del porta objetos, fue
inoculado en las 4 extremidades con micelio fresco proveniente de un cultivo previo y se cubriod

con cubre objetos. Las placas se incubaron a 28°C de 2 a 4 dias, siendo observadas a partir del
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segundo dia.

Al terminar el periodo de cultivo, se retir6 el cubre objetos y se lo colocd sobre otro porta
objetos limpio y se tinturo con azul de metileno 2% antes de ser observadas al microscopio
optico. Al enfocar adecuadamente los porta objetos, se realizd un registro fotografico de las

estructuras fungicas.

4.4.2 Caracterizacién molecular

El ADN gendémico de cada linaje seleccionado fue extraido de acuerdo con el protocolo
descrito por RAEDER y BRODA (1985), para lo cual se cultivo los hongos en MA; s6lido para
reactivacion de los organismos y en medio liquido para la obtencién del micelio del cual se
extrajo el ADN. La region ITS1-5,8S-ITS2 del ADN ribosomico fue amplificada con los
primers universales para el reino Fungi, ITS-1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") y ITS-4
(5’TCCTCCGCTTATTGATATGG-3") (WHITE et al, 1990). Las muestras fueron enviadas
para secuenciacion al Laboratorio de Biologia Molecular y Ecologia Microbiana - LABMEM
del Prof. Welington Luiz de Aradjo, Departamento de Microbiologia de la Universidad de Sao
Paulo. Se utiliz6 el método de SANGER, que permite obtener muchas copias de la secuencia

de interés.

La comparacion de las secuencias obtenidas con las secuencias depositadas en bancos
de datos (técnica denominada “blast’) fue realizada usando las paginas web del Centro Nacional
para la Informacion Biolodgica (NCBI) y del Centro de Analisis de Secuencias Bioldgicas
(CBS). Se considerd las secuencias de organismos con 99% de similaridad a las secuencias de
interés y mayoritariamente descritos a nivel de especie, procurando abarcar toda la diversidad
encontrada. Se recopil6 las secuencias de los hongos de interés y de los organismos similares
en un bloque de notas y se las alined en el sitio web Clustal Omega del Instituto Europeo de
Bioinformatica (EMBL-EBI). Se utilizé el programa BioEdit (HALL, 1999), version 7.0.5.3,
para igualar el tamafio de las secuenias, eliminando el inicio y el final de todas las secuencias
tomando como referencia el tamafio de las secuencias de interés mas corta (de los hongos
considerados en el presente estudio). El programa Mega 7, version 7.0.26, fue utilizado para
realizar el analisis filogenético siguiendo los siguientes pardmetros: las relaciones evolutivas se
analizaron mediante el método Neighbor-Joining, se utilizo 500 repeticiones de bootstrap y el

método de distancias evolutivas Kimura 2 parametros.
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5 RESULTADOS

5.1 ETAPA 1: DEFINICION DEL METODO DE SELECCION DE DEGRADADORES DE
ATRAZINA

Para las pruebas iniciales fueron seleccionados dos aislados (GW y BO) que presentaron
resultados cualitativos eficientes en la actividad enzimatica (DUQUE CASTANO, 2016).
Considerando los 3 tratamientos con respecto a la degradacion de la atrazina - sin ATZ (T1),
con ATZ esterilizada en autoclave (T2) y con ATZ sin esterilizar (T3) -, 1a Tabla 6 muestra que
ambos aislados tienen la capacidad de producir el metabolito DEA segin el analisis
cromatografico (Ecuacién 1), al observar que la razon del area % de DEA para ambos hongos
en los tratamientos con presencia de atrazina (T2 y T3) es notablemente més alta que en el
control (T1), por ejemplo, BO asume valores de 30.61% en T1 y 187.01 y 232.38 % en T2 y
T3, respectivamente. El valor registrado para atrazina en los tratamientos sin atrazina fue
atribuia a presencia de ATZ en la vidrieria utilizada, mediante ensayos cromatograficos
adicionales, por ello un procedimiento mas riguroso para limpieza de vidrieria fue adoptado en

las proximas etapas.

Tabla 6: Biodegradacion de ATZ por los hongos BO y GW (razoén del area de los analitos con
respecto al etion %)

BO GW
Condicion Sin Con atrazina Con atrazina Sin Con atrazina Con atrazina
Analito atrazina  esterilizada  sinesterilizar | atrazina  esterilizada sin esterilizar
Atrazina 446.87* 21562.91 20853.23 617.65* 17260.77 16420.00
DEA 30.61 187.01 232.38 38.16 359.42 315.15

*Presencia de atrazina proveniente de contaminacion en los vidrios

La actividad enzimatica fue cuantificada en GW (Ecuacion 2), siendo que la
produccion de la enzima fue comparativamente mayor en presencia de atrazina, independiente
de la condicion de esterilizacion (T2) o ausencia de esterilizacion (T3) (Tabla 7), con valores
de 0.046 y 0.025 UL, respectivamente. En el caso de ausencia de atrazina, la produccion

enzimatica fue de 0.005 UL.

Tabla 7: Produccion de lacasa (U L") por el hongo GW.

Condicion . . Con atrazina Con atrazina
Sin atrazina L ; -

Hongo esterilizada  sin esterilizar
GW 0.005 0.046 0.025

En los tres tratamientos, la masa micelial de los hongos GW y BO difiere sin existir una

tendencia en ambos aislados hacia mayor o menor produccién de biomasa al comparar el
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tratamiento sin atrazina, con los tratamientos que presentan atrazina, (Ecuacion 3) tal como se

observa en la Tabla .

Tabla 8: Biomasa de los hongos BO y GW (g L™)

Condicion Sin atrazina Con a't'razma C_:on atrgz'ma
Hongo esterilizada sin esterilizar
GW 3.93 4.48 3.69
BO 3.98 2.75 2.95

5.2 ETAPA 2: SELECCION DE LOS MEJORES DEGRADADORES DE ATRAZINA

Se trabaj6 con 9 aislados fungicos — GW, GU, IB, NH, IC, DF, BP, BO y AD - viables a
la reactivacion a partir de los preservados en H>O o de glicerol (almacenados a -4 0 a -80°C) de
un total de 21 aislados, provenientes del area de borde del PNI y positivos para la produccion

de la lacasa, que son parte de la Coleccion Fungica del Laboratorio de Microbiologia.

En el andlisis cromatografico (Anexo 2), cada réplica de los tratamientos se convirtid
en dos o maximo tres subréplicas, como consta en el Anexo 1, de las cuales se realizé promedios
aritméticos que se presentan en la Tabla 9, resaltando que ningin dato fue desconsiderado al
analizar los resultados por el test de outliers para los datos. Es importante notar que antes de
ejecutar los analisis estadisticos, como el test de outliers en este caso, se evalud y se determind
que los datos no eran paramétricos (p<0.05) o que tenian variancias desiguales (p<0.05), por
ello se aplico logaritmo (log X + 1) a todos los datos antes de ejecutar los analisis estadisticos,
para tratar que los valores se encuadren dentro de la distribucion normal, no obstante, no fue
posible en todos los casos, por ello se aplico test de varianza paramétricos y test no paramétricos

a los datos obtenidos por cromatografia.

En la Tabla 9 se presenta la razon del area de ATZ, DEA y DIA con respecto al padron
interno etion (Ecuacion 2), separadas por lotes y asociadas al tratamiento en cuestion, ya sean
tratamientos control o tratamientos con hongos. Los hongos son nombrados por dos letras
mayusculas. En la tabla 10, para cada hongo se presentan el porcentaje de la degradacion de
ATZ y formacion de DEA y DIA calculado segun la Ecuacion 4, acompafiado del promedio
aritmético (X) y desvio padron (o). En el caso de degradacion de ATZ, valores positivos
representan mayor degradacion y en el caso de formacion de los productos de degradacion,
mientras mas negativo sea el valor, mayor la formacion de esos compuestos. Ademas, es posible
distinguir entre hongos con capacidad para formar DEA y hongos sin esa capacidad (NH, IC,

BP, BO y AD).
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Tabla 9: Razon del 4rea de la ATZ, DEA y DIA con respecto al padréon interno etion,
dispuestas en funcion del lote y tratamiento.

Razon del area*

Lote Tratamiento Réplica
ATZ DEA DIA
Control 1 1.69 0.06 0.12
2 1.69 0.03 0.06
GW*** 1 1.78 0.03 2.37
2 1.27 0.07 0.07
3 1.60 0.77 0.08
1 GU 1 2.09 0.96 0.11
2 1.50 0.28 0.06
3 1.56 0.06 0.06
IB 1 1.91 0.04 0.09
2 1.49 0.26 0.07
3 1.55 ND** 0.12
Control 1 3.44 ND 0.10
2 3.85 0.01 0.13
3 2.77 ND 0.08
NH 1 4.13 ND 0.11
2 2.13 ND 0.06
) 3 1.85 ND 0.05
IC 1 2.48 ND 0.09
2 2.88 ND 0.44
3 3.09 ND 0.10
DF 1 2.62 0.03 0.14
2 3.44 0.02 0.16
3 342 0.06 0.25
Control 1 4.37 ND 0.10
2 3.18 ND 0.06
3 2.75 ND 0.09
BP 1 3.50 ND 0.13
2 2.55 ND 0.05
3 3.27 ND 0.06
3 BO 1 2.96 ND 0.28
2 2.99 ND 0.10
3 4.84 ND 0.11
AD 1 3.45 ND 0.10
2 411 ND 0.42
3 3.08 ND 0.35

*La razon del area resulta el area del analito dividida por el area del etion (padron interno).
**ND se refiere a analito no detectado por el GC — MS

***Los hogos son nombrados por dos letras maytsculas



Tabla 10: Degradacion (%) de ATZ y formacién (%) de DEA y DIA. Se muestran las 3 réplicas consideradas para cada hongo, utilizadas en los
analisis estadisticos, junto al promedio (X), desvio padron (o) y coeficiente de variacion (CV).

Hongo | Degradacion ATZ X o Ccv Formacion DEA X o CcVv Formacion DIA X o CcVv
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
GW -5.20 8.36 15.17 181.54 33.70 -528.99 903.08 -170.72 -2465.95 -808.83  1435.11 -177.43
24.74 -50.00 23.24
5.52 -1570.65 16.22
GU -23.56 -1.56 19.13 -1222.68 -1989.13 -845.65 1017.98 -120.38 -15.68 17.66 28.87 163.49
11.22 -509.78 34.59
7.65 -38.04 34.05
1B -13.02 251 13.58 541.02 8.70 -229.35 336.64 -146.78 8.11 -0.36 25.15 -6978.36
12.13 -467.39 19.46
8.41 - -28.65
NH -23.16 19.33 37.04 191.63 - - - - -10.68 25.08 31.24 12457
36.35 - 38.83
44.80 - 47.09
IC 25.95 16.06 9.13 56.86 - - - - 16.02 -100.81 194.42 -192.86
14.26 - -325.24
7.96 - 6.80
DF 21.93 5.81 13.96 240.35 -307.69 -448.72 356.21 -79.38 -40.29 -77.99 55.52 -71.18
-2.64 -184.62 -51.94
-1.85 -853.85 -141.75
BP -1.93 955 14.43 151.22 - - - - -55.12 5.77 52.76 913.78
25.75 - 37.99
4.82 - 34.45
BO 13.86 -4.77 31.48 -660.40 - - - - -232.48 -90.75 122.95 -135.48
12.95 - -12.80
-41.11 - -26.97
AD -0.49 -3.34 15.30 -458.63 - - - - -19.88 -245.08 199.57 -81.43
-19.86 - -400.00
10.34 - -315.35
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Al aplicar el test ANOVA, no existio diferencia significativa para ATZ y DIA con valor
p > 0.05 (Tabla 11), mostrando que los hongos tienen capacidad para degradar ATZ y producir
DIA, con un porcentaje que no difiere entre los aislados. El porcentaje promedio de ATZ es
5.77 y el de DIA es -141.7%. Tampoco existié diferencia significativa entre los cuatro hongos
productores de DEA, en este caso GU, DF, GW e IB tienen una produccion de -845, -449, -528

y -229%, respectivamente (Tabla 10), que resulta en un promedio de -513%.

Tabla 11: Resultados de ANOVA/Kruskal-Wallis para la degradacion de ATZ y formacion de

DEA y DIA
esultado
\A%m\ Test Valor p
ATZ ANOVA 0.84
DEA ANOVA 0.84
DIA Kruskal-Wallis 0.15

En las Figuras 8, 9 y 10, se ilustra el potencial de degradacion de ATZ (%), produccion
de DEA (%) y produccion de DIA (%), respectivamente, utilizando los datos de la Tabla 10. En

estos graficos, se relaciona el porcentual de degradacion o formacion de cada analito para los 9

hongos.
=T—Lim. Sup.
S - Q3
)
D S o
{:‘ (= N - — i :
| I
| - pcd
@ b s
& © —_ i y !
6 . ' '
- , [ i3 :
© o 1 1 : 1
e N — coboes I ! 1
g ! — ——Lim. Inf.
O i
o |
= —

1 | | I l | | 1 |
AD BO BP DF GU GW IB IC NH

Hongos

Figura 8: Degradacion (%) de ATZ por los hongos AD, BO, BP, DF, GU, GW, IB, IC y NH del
borde del PNI. Los datos son representados en boxplots que presentan los tres cuartiles (Q1,
Q2, Q3) y los limites superiores (Lim. Sup.) e inferiores (Lim. Inf.).
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Figura 9. Formacion de DEA (%) a partir de la degradacion de ATZ por los hongos DF, GU,
GW e IB del borde del PNIL.
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Figura 10: Formacion de DIA (%) a partir de la degradacién de ATZ por los hongos AD, BO,
BP, DF, GU, GW, IB, IC y NH del borde del PNI.

En la Figura 9 y 10, los valores mas negativos representan un mayor potencial de

degradacion. En el Figura 9, se ilustra el potencial de produccion de DEA (%) solamente para

los hongos que tuvieron un potencial de degradacion diferente de cero (DF, IB, GW y GU). GU
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es el hongo que abarca la mayor amplitud de valores encontrados, que reflejan ensayos con
poca formacion de DEA y otros con una notable formacion. En el caso de la Figura 10, GW se
destaca con valores de formacion notablemente superiores a los de los otros hongos, alcanzando
un valor de -2465 %, no obstante, existe un amplio espectro de variacion en su potencial de

formacion de DIA en base a los valores obtenidos (Tabla 10).

5.3 ETAPA 3: CARACTERIZACION TAXONOMICA DE LOS MEJORES
DEGRADADORES

Los hongos DF, GU, IB y GW fueron escogidos para caracterizacion taxonomica debido
a que poseen capacidad para formar DEA, al considerar que la degradacion de ATZ es
evidenciada por la produccion de DEA (Figura 9). De acuerdo con los anélisis moleculares, los
aislados DF y GU pertenecen a al género Fusarium, con 99% de probabilidad de compatibilidad
con este género. GW presenta 99% de similaridad con los géneros Fusarium y Aschersonia. La
cualidad de la secuencia de IB no fue suficientemente buena para el analisis filogenético, ya
que la similaridad de la secuencia de interés con las secuencias depositadas en los bancos de
datos del CBS y del NCBI no superan el 97%, ademas el valor E-value fue diferente de cero
(Anexo 3 y 4). Asi, se consideraron las secuencias de ADN ribosomal de GU, GW y DF para

elaborar el arbol filogenético (Figura 11).

La Figura 11 muestra que GW es una especie diferente de DF y GU. Estos tltimos
presentaron alta proximidad filogenética con F. equiseti, F. incamatum, F. chlamydosporum, F.
solani, F. camptoceras y F. verticillioides. Ademas, se observa que el aislado GW se encuentra
estrechamente relacionado con los géneros Aschesonia o Fusarium, tal como se mostr6 en la

comparacion de compatibilidad de secuencias.

Los aislados considerados para analisis moleculares también fueron utilizados en la
caracterizacion morfologica mediante microcultivo. Las estructuras de reproduccion asexuadas
en forma de “foice” o fusiformes de los conidios, caracteristicas especialmente del género
Fusarium, pero que también pueden ocurrir en otros géneros, fueron observadas en los cuatro

aislados - DF, IB, GW y GU — al visualizar las ldminas en el microscopio optico (Figura 12).
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KP 721605 Fusarium equiseti AQGS 18

KU377484 Fusarium equisetiD028

JF 773657 Fusarium equiseti CHTAM 35
MH861016 Fusarium chlamydosporum CBS 63576
64 IMEF 093752 Fusarium solani CIRENA 01

JQ 922210 Fusarium incarnatum PanB 1A027 A2SNA 2CC 436
GU 723435 Gibberella moniliformis P 626

MH244489 Fusarium equiseti MRR 025
39

KY 560311 Fusarium equiseti AQGS 18
KT 153614 Fusarium solani F1
GU

KY 432359 Fusarium chlamydosporum DS 09
42

29

IN986779 Fusarium incarnatum DHMJ 27
HQ995668 Fusarium equiseti FE 9
JX 826636 Gibberella fujikuroi FM4

DF
47

— KU 715166 Fusarium equiseti 4]
MG664733 Fusarium equiseti RM 138
MH854830 Fusarium incarnatum CBS 16125
MG269996 Fusarium equiseti INVASC 10
10047 |  MH857318 Fusarium equiseti CBS 25954

KC 254029 Fusarium equiseti UOAHCPF 47B

MH855175 Fusarium sambucinum CBS 18431
MHS855175 Fusarium sambucinum CBS 184 .31
864524 Fusarium scipiCBS 127329

MHR858537 Fusarium camptoceras CBS 19365
100 I—MG434503 Fusarium lateritivm AME 114
MH375872 Fus arium lateritium MZA(078

— KF 889083 Fusarjum xylarioides 67L
GW

100

40

KC 981096 Asc hersonia sp. 12156

1001l KC 981095 Asc hersonia sp. 12155
56 (KR 364887 Asc hersonia sp. AQGS 20
KF 679355 Asc hersonia sp. IHBF 2351
* KC 771478 Asc hersonia sp. BPV 109b

KY 038575 Fus arium lateritium HHAUFZM 160190

EU 552110 Clonostachys rosea CBS 113336

0.050

Figura 11: La historia evolutiva se infiri¢ utilizando el método Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987). Se
muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de rama = 0. 46745438. El porcentaje de arboles replicados en
los que los taxones asociados son agrupados en el Bootstrap (500 repeticiones) se muestran junto a las ramas
(FELSENSTEIN,1985). El arbol se dibuja a escala, con longitudes de rama en las mismas unidades que las
distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando
el método de 2 parametros de Kimura (KIMURA, 1980) y estan en las unidades del nimero de sustituciones de
bases por sitio. El analisis involucré 37 secuencias de nucleétidos. Se eliminaron todas las posiciones que
contienen huecos y datos faltantes. Hubo un total de 404 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis
evolutivos se realizaron en MEGA7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). Clonostachys rosea es utilizado
COMmo grupo externo.
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Figura 12: Microcultivo de los hongos DF (a), GU(b), GW(c) e IB (d), usando azul de
metileno 2%.
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6 DISCUSION

6.1 ETAPA 1: DEFINICION DEL METODO DE SELECCION DE DEGRADADORES DE

ATRAZINA

Es importante destacar que los hongos utilizados en el estudio son tolerantes a la
preservacion, independientemente de la solucioén y temperatura empleadas, ya que contintian

viables después de dos anos de haber sido almacenado en la coleccion de la UNILA.

En la etapa de definicion del método de seleccion de degradadores de atrazina, BO y
GW se constituyen como tolerantes y con potencial de degradacién de ATZ formando DEA, al
considerar los resultados obtenidos en la Tabla 6. Para el hongo GW posiblemente la atrazina
induce la expresion de lacasa como muestra la Tabla 7 (RABINOVICH; BOLOBOVA; VASIL,
2004), con valores de produccion enzimatica comparativamente superiores en el tratamiento
con atrazina esterilizada (T2) y sin esterilizar (T3) con respecto al tratamiento sin atrazina (T1).
Ademas, la produccion enzimatica fue numéricamente mayor en T2 en relacion a T3, a la vez
que existe una mayor formacion de DEA en T2 que en T3. Este hecho refuerza la idea de la
actuacion de enzimas extracelulares, especificamente la lacasa, en la degradacion de la ATZ, tal
como sucede en otros trabajos de la literatura (CHAN-CUPUL; HEREDIA-ABARCA;
RODRIGUEZ-VAZQUEZ, 2016; HUANG et al., 2016). No obstante, no fue posible establecer
este analisis para BO. Ademas, se determiné que la esterilizacion no afecta a la degradacion de
atrazina, al comparar los valores de ATZ en T2 y T3 (Tabla 6), por tanto, la esterilizacién no

interfiere en el proceso de degradacion del herbicida.

En base a los datos obtenidos para BO y GW, no se establecio una relacion entre la
biomasa, produccion enzimatica y formacion de DEA, al no ser posible relacionar mediante un
padron la produccion de biomasa y la formacion de DEA. En el caso de BO, el valor de biomasa
en T2 y T3 es menor que en T1, sin embargo, existe produccion de DEA, mientras que sucede
lo contrario con GW, aislado que también produce DEA. Este resultado es importante porque
muchos trabajos usan la biomasa como método de seleccion de potenciales degradadores
(MARINHO et al., 2017). Basado en este perfil, no fue posible definir ninglin método especifico
para una seleccion inicial mientras que el analisis cuantitativo de la degradacion de atrazina
mostro resultados claros de degradacion, por ello todos los hongos fueron sometidos a analisis

cromatograficos.
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6.2 ETAPA 2: SELECCION DE LOS MEJORES DEGRADADORES DE ATRAZINA

Con respecto a la seleccion de los mejores degradadores de atrazina, los resultados
estadisticos muestran que no existe diferencia significativa para la degradacion de ATZ (Tabla
10). Al considerar que el coeficiente de variacion calculado para los datos abarca valores desde
56.86%, el promedio no es una buena medida para representar los datos. De esta forma, la
estadistica revela que existe una alta variabilidad asociada a los datos brutos y, considerando
que los analisis de varianza relacionan la variedad dentro y entre los grupos en analisis, este
puede ser un factor que provoque la ausencia de diferencias significativas para la degradacion
de ATZ, formacion de DEA y formaciéon de DIA. Como uno de los objetivos del presente trabajo
es seleccionar los hongos con potencial de degradacion de la atrazina, se considero la diferencia
de produccion de DEA como variable indicadora de la degradacion de la ATZ, al haber

encontrado hongos con (DF, GW, IB y GU) y sin esta capacidad (Tabla 9).

Experimentalmente, la alta variabilidad o error experimental pudo estar asociado con la
absorcion de atrazina por el micelio de los hongos, condicion que es claramente mencionada en
la literatura (PEREIRA, 2011), la ausencia del ajuste del volumen de la muestra liquida al final
del periodo de incubacion, antes del almacenamiento del medio liquido para los analisis
cromatograficos, ademas de que la aplicacion del padron interno en el momento de la
preparacion del medio liquido, y no al preparar la muestra para la extraccion de los analitos,
pudo haber permitido establecer una relacion mas adecuada de ese padron con la atrazina y sus

productos de degradacion.

Varios estudios evaluan el potencial de hongos para degradar la ATZ, tanto en medio
solido, usando el didmetro del micelio como variable respuesta, como en medio liquido,
evaluando la disminucién de ATZ y/o la presencia de sus productos de transformacion (HENN,
2009; FAN; SONG, 2014; MARINHO et al., 2017; PEREIRA, 2011). La concentracion inicial
del herbicida, el tiempo de incubacion de los hongos, mayoritariamente superando los 7 dias, y
el porcentaje de degradacion de ATZ son variables en los estudios (JEFFERY; BURGESS,
1990; BENDING; FRILOUX; WALKER, 2002; OLIVEIRA et al., 2015), siendo que con una
concentracion inicial de 10 mg L' se obtuvo un 65% de degradacion a los 15 dias (PEREIRA,
2011) y 86,2% después de 42 dias (BENDING; FRILOUX; WALKER, 2002) para diferentes
cepas fungicas. En este estudio se obtuvo una produccion de DEA de 229 a 529% de razon del
area, en valores absolutos, después de 7 dias, por tanto, es necesario traducir estos valores en

términos de concentracion para comparar el potencial de biodegradacion GW, DF, GU e IB con
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respecto a otros estudios.

Para efectuar la transformacion de los datos, de 4rea relativa a concentracién (mg L),
estan siendo realizadas curvas de calibracion de ATZ, DIA y DEA. Al alcanzar un coeficiente
de correlacion (R?) superior a 99%, la ecuacion de la recta sera utilizada para calcular las

concentraciones de los datos obtenidos en este estudio.

Al analizar los productos de degradacion de la atrazina, desde 1965 hasta la actualidad
existen registros de que uno de los principales mecanismos de degradacion de herbicidas s-
triazina por hongos de suelo es a través de la remocion de las cadenas laterales N-alquilo,
originando DEA y DIA, sin evidencias de quiebre del anillo s-triazina (KAUFMAN;
KEARNEY; SHEETS, 1965; MARINHO et al., 2017; SINGH et al., 2018), tal como sucedid
en el presente estudio. No obstante, otros analitos también son encontrados como HA,
Deisopropilhidroxiatrazina (DIHA), desetildeisopropilatrazina (DEDIA),
desetilhidroxiatrazina (DEHA), entre otros (PEREIRA, 2011). Esto revela la necesidad de
analizar todos los compuestos formados en la degradacion de atrazina para establecer
comparaciones con otros estudios, e inclusive para desventar la ruta metabolica de degradacion
de hongos escasamente detallada en la literatura (SINGH et al., 2018). Las muestras de GU,
GW, DF e IB estan siendo nuevamente analizadas utilizando el sistema de espectrofotometria
en modo de monitoreo “scan” de iones, que realiza una barredura de todos los compuestos
presentes en la muestra, en lugar del modo de monitoreo selectivo de iones utilizado para

detectar ATZ, DIA, DEA y etion (Tabla 5).

Con respecto a la diferencia de produccion de DIA y DEA (Tabla 10), es necesario
analizar todos los compuestos originados de la degradacion de la atrazina para evaluar el destino
molecular de estos metabolitos. Por otro lado, es claro que DEA es mas frecuentemente
detectado con la ATZ que DIA e inclusive es el principal metabolito presente en aguas
subterraneas, hecho asociado a que DIA presenta alta solubilidad en agua y, por lo tanto, una
rapida movilidad en el ambiente (GOBIERNO AUSTRALIANO, 2018), es por ello que las

concentraciones de DIA son bajas en agua subterranea.

Algunos ensayos realizados con seres vivos (DELLA-FLORA et al., 2018) revelan que
los productos microbianos generados por la dealquilacion de la atrazina, como DIA y DEA, son
mas toxicos que la ATZ, por tanto, la degradacion no significa necesariamente detoxificacion

(KAUFMAN; BLAKE, 1970), mientras que otros afirman la disminucién de la toxicidad
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(MARINHO et al., 2017). Siendo necesaria la ejecucion de pruebas de toxicidad que permitan
evaluar esta variable en los productos generados por GU, GW. DF e IB. Por otro lado,
considerando la capacidad de formar DEA por estos hongos, la biorremediacion de atrazina
utilizando hongos como agentes degradadores podria ser trabajada en consorcios microbianos
que permitan una mayor degradacion de la atrazina o su mineralizacién en compuestos

amigables con el medio ambiente (MAQBOOL et al., 2016).

A pesar de la capacidad ligninolitica asociada a los hongos NH, IC, BP, BO y AD y su
potencial para degradar ATZ, estudios que revelan que la actividad ligninolitica no esta
necesariamente correlacionada con la capacidad de degradar pesticidas aromaticos
(RABINOVICH; BOLOBOVA; VASIL, 2004), en este caso, la lacasa podria no estaria
actuando al no evidenciar la formacion de DEA. No obstante, es necesario evaluar la produccion
de lacasa cuando los aislados estan bajo la presencia de atrazina para confirmar si la actuacion

de esta enzima provoca la formacion de DEA evidenciada por cromatografia.

6.3 ETAPA 3: CARACTERIZACION TAXONOMICA DE LOS MEJORES
DEGRADADORES

El analisis taxonémico de los aislados GU, DF, GW ¢ IB fue realizado por métodos
moleculares (Figura 11) y morfologicos (Figura 12). Todos los hongos presentaron una alta
similitud con el género Fusairum del filo Ascomycota (clase Sordariomycetes), el clado con
mayor riqueza en los tropicos y uno de los tres géneros mas estudiados para la transformacion
de aminas aromaticas, que son sindonimos intermediarios para la produccion de herbicidas
(TEDERSOO et al., 2014; LIMA et al., 2018). Sin embargo, no fue posible determinar al género
que pertenecia GW, ya que, como muestra la Figura 11, present6 proximidad filogenética con
los géneros Fusairum y Aschersonia, ambos pertenecen a orden Hypocreales, pero a la familia
Nectriaceae y Clavicipitaceae, respectivamente. Ademas, por la posicion en el andlisis

filogenético, el hongo GW podria ser una especie alin no descrita.

El género Fusarium presenta grandes dificultades taxonomicas debido a la gran
variabilidad e incluso a la inestabilidad de ciertas caracteristicas usadas en su clasificacion por
ciertos autores como es el caso de tamafio de conidios y septacion de conidios (Figura 12). En
general, se puede decir que Fusarium es un género de hifomiceto monilidceo con las siguientes
caracteristicas principales: micelio y conididforos hialinos, pudiendo éstos ser ramificados y
terminando en mechones o esporodoquios de fialides, las cuales dan origen a varios tipos de

conidios: macroconidios con uno o varios septos transversales, hialinos, fusoides, acrogenos y
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frecuentemente pedicelados; microconidios también hialinos, generalmente sin septos,
producidos aisladamente, formando cabezas humedas o en cadenas; y, clamidosporas
terminales o intercalares, unicelulares o con septo y paredes gruesas (TOTORA; FUNKE;

CASE, 2005).

El género Aschersonia se encuentra predominantemente en habitats tropicales y
subtropicales e infecta moscas blancas o insectos, presumiblemente por la germinaciéon y
penetracion directa de conidios adheridos a la cuticula del huésped (MEEKES; FRANSEN;
VAN-LENTEREN, 2002). El caracter mas distintivo de este género puede ser el estroma
tuberculado naranja rojizo (Figura 13), sin embargo, segiin LIU, CHAVERRI y HODGE (2006)
pueden presentar diferentes formas conidiales, incluyendo la forma fusoloide. El aislado GW,
en las condiciones cultivas, no presento la presencia de estroma, pero cultivos en condiciones

especificas para la caracterizacion morfoldgica deben ser realizados.

Fuente: LIU; CHAVERRI; HODGE (2006)

Figura 13: Estroma tuberculado naranja rojizo caracteristico del género Aschersonia. (Cultivo
de Hypocrella liberialA. aleyrodis)

Con respecto a los analisis moleculares, la region ITS forma parte del gen del ADN
ribosdmico y corresponde a la region mas estudiada para identificacion de hongos a nivel de
género y, a menudo, a nivel de especie porque tiene una tasa de evolucion rapida en eucariotas
(BRIEN et al., 1987), no obstante la secuencia de esta region no fue suficiente para la
identificacion a nivel de especie en GU, DF y GW (Figura 11). WAALWIIK et al. (1996)
destacan que la region ITS puede no ser eficaz para la identificacion del género Fusarium,

debido a la presencia de dos copias no homologas dentro de la region, causando divergencia en
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los resultados. La region mas utilizada para ese género es factor de elongacion 1-alpha o TEF-
1 alfa.

El género Fusarium abarca una gran proporcion hongos filamentosos, que estan
ampliamente distribuidos en el suelo y asociados con plantas en todo el mundo (SRIVASTAVA;
KADOOKA; UCHIDA, 2018). En estas relaciones simbidticas, los hongos se destacan como
patégenos de cultivos ornamentales y agricolas de importancia econdmica, con alta
sobrevivencia en el ambiente. Los hongos de este género secretan enzimas homologas a las
arilamina N-acetiltransferasa (NAT) de humanos, responsables por detoxificar el compuesto de
defensa 2-benzoxazolinona producida por las plantas (KARAGIANNI et al., 2015). Al estar
presentes en los hongos de este género, estas enzimas extracelulares pueden actuar en la N-

acetilacion flingica, que permite la detoxificacion de las aminas aromdticas de la ATZ

(KUBIAK et al., 2013; LIMA et al., 2018).

53



7 CONCLUSION

No fue posible establecer un método de seleccion eficiente para hongos con potencial
de degradar atrazina al no existir una relacion entre degradacion de la ATZ, produccion de
biomasa y produccion de lacase, no obstante, el analisis cuantitativo de la degradacion de
atrazina mostro resultados claros de degradacion, por ello todos los hongos fueron sometidos a
analisis cromatograficos. Ademads, este primer ensayo permitié conocer otros factores tal como
la ausencia de la influencia del proceso de esterilizacion sobre la degradacion del herbicida y la
necesidad de adoptar un protocolo de limpieza mdés riguroso para realizar los andlisis

cromatograficos.

En este estudio, el potencial de degradacion de ATZ fue analizado en términos de
formacion de DEA. Se realiz6 el andlisis taxondémico de los hongos productores de DEA — DF,
IB, GW y GU —, usando caracteristicas morfoldgicas, como la presencia de estructuras tipo
“foice”, y moleculares, al analizar la similaridad de las especies de interés con las depositadas
en los bancos de datos, considerando la informacién proporcionada por la secuencia de ADN
ribosomal ITS1 e ITS4. Los aislados GU y DF pertenecen al género Fusarium, GW presento
proximidad filogenética con el género Fusarium y Aschersonia, pudiendo tratarse de una
especie aun no descrita, e IB no fue considerado para el analisis filogenético por la baja calidad
de la secuenciacion. Los aislados son candidatos a asociacion en consorcios microbianos para

lograr la mineralizacion de la atrazina, alcanzando el objetivo de biorremediacion.
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ANEXOS

Anexo 1: Valores de la razon del area de ATZ, DIA y DEA obtenidos en el GC-MS

. . . ATZ DEA DIA
Tratamiento Réplica Subréplica | . I . - : . -
Area Ratio X |AreaRatio X Area Ratio X
1 A 1.69 0.06 0.12
Control
2 A 1.69 0.03 0.06
1 A 1.89 1.78 0.03 0.03 1.51 2.37
B 1.67 0.04 3.24
GW 2 A 0.71 1.27 0.04 0.07 0.04 0.07
B 1.84 0.10 0.10
3 A 1.31 1.60 0.64 0.77 0.06 0.08
B 1.89 0.90 0.09
1 A 1.93 2.09 0.81 0.96 0.09 0.11
B 2.26 1.11 0.12
2 A 1.66 1.50 0.42 0.28 0.06 0.06
cu B 1.35 0.14 0.06
3 A 1.61 1.56 0.08 0.06 0.06 0.06
B 151 0.05 0.06
1 A 1.99 1.91 0.05 0.04 0.09 0.09
B 1.84 0.04 0.08
2 A 1.14 1.49 0.20 0.26 0.06 0.07
B B 1.84 0.32 0.09
3 A 1.74 1.55 ND 0.15 0.12
B 1.36 ND 0.09
1 A 3.44 3.35 ND 0.10 0.10
Control 2 A 3.85 0.01 0.13
3 A 2.77 ND 0.08
1 A 4.14 4.13 ND 0.11 0.11
B 4,12 ND 0.12
NH 2 A 2.15 2.13 ND 0.07 0.06
B 2.12 ND 0.06
3 A 1.21 1.85 ND 0.04 0.05
B 2.50 ND 0.07
1 A 2.78 2.48 ND 0.10 0.09
B 2.18 ND 0.07
Ic 2 A 3.02 2.88 ND 0.10 0.44
B 2.74 ND 0.78
3 A 2.98 3.09 ND 0.09 0.10
B 3.19 ND 0.10
1 A 2.07 2.62 0.05 0.05 0.12 0.14
B 3.16 ND 0.17
2 A 3.31 3.44 0.04 0.04 0.16 0.16
DF B 3.57 ND 0.16
3 A 3.30 342 ND 0.12 0.24 0.25
B 3.53 0.12 0.26
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. e e ATZ DEA DIA
Tratamiento Réplica Subreplica Area Ratio X |Area Ratio Area Ratio X
1 A 437 3.43 ND 0.10 0.08
Control 2 A 3.18 ND 0.06
3 A 2.75 ND 0.09
1 A 3.92 3.50 ND 0.15 0.13
B 2.98 ND 0.11
C 3.59 ND 0.13
BP 2 A 2.42 2.55 ND 0.04 0.05
B 2.67 ND 0.06
3 A 3.33 3.27 ND 0.06 0.06
B 3.20 ND 0.06
1 A 3.16 2.96 ND 0.13 0.28
B 2.75 ND 0.43
2 A 2.85 2.99 ND 0.10 0.10
BO B 3.12 ND 0.09
3 A 5.03 4.84 ND 0.11 0.11
B 4.65 ND 0.11
1 A 3.02 3.45 ND 0.10 0.10
B 3.87 ND 0.10
2 A 3.37 411 ND 0.18 0.42
AD B 3.17 ND 0.15
C 5.79 ND 0.94
3 A 3.67 3.08 ND 0.23 0.35
B 2.46 ND 0.17
C 3.10 ND 0.66

*La razon del area resulta el area del analito dividida por el area del etion (padron interno).

*ND se refiere a analito no detectado por el GC - MS
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Anexo 2: Cromatogramas mostrando la DIA, DEA, ATZ y etion a los 20.27, 22.04, 26.46 y

35.41 min (recuadro superior), respectivamente.
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Anexo 3: Blast de la secuencias de IB en la base de datos del CBS. La similaridad de la
secuencia de interés con las secuencias en el banco de datos no supera el 97%.

Pairwise Results Clustering results

# Reference description Score Probability Similarity% | Fragments | Overlap% Direction | Rating

zcer 2 complat 409.042 4.33176E-113 97.183 1 9727 +/+ h
bosomal ANA gene partal seque
rium lateritium var longum, MNew Zealand, n3: rD TS
FunCBS
4394 14004_|TS
2 sarium lateritium var. longum, New Zealand. nlink4056: publicly 409042 4.33176E-113 97.193 1 9727 +/+ b
available rDNA ITS sequences

FunCBS

[

433176E-113 97.193 1 97.27 v ok

4.33176E-113 97.193 1 9727 +/+ =
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Anexo 3: Blast de la secuencias de IB en la base de datos del NCBI. La similaridad de la secuencia de interés con las secuencias en el banco de

0 R O 0 I O

datos no supera el 97%, ademas el valor E-value es diferente de cero.

Description

Uncultured fungus clone THE2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, compl

Fungal sp. P25E5 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal franscribed spacer 2,_complete sequenc
Fungal sp. P17E2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal franscribed spacer 2,_complete sequenc

Fusarium sp. strain MRC 35 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal iranscribed spacer 1

5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,_complel

Fusarium oxysporum isolate FusAD internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2,_complete seguence; and lan

Fusarium lateritium var. longum sirain CBS §33.78 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; infernal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene._and intermng

Fusarium chlamydosporum isolate M29 internal transcribed spacer 1, pariial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and

Fusarium chiamydosporum strain AY'998 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcrib

Fusarium chiamydosporum isolate CA116F1 185 ribosomal RMA gene, pariial sequence; internal ranscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed sp

Fusarium chlamydosporum isolate CAZI9F1 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence;_internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene,_and internal transcribed sp

Fusarium chlamydosporum isolate CA1I3F1 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence;_internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene,_and internal transcribed sp

Fusarium sp. FSSC isolate F112 small subunit ribosomal BNA gene, partial sequence;_ internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal BMA gene, and internal transcribed spac

Fusarium chiamydosporum strain UFSM-FT internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene and intemnal transcribed spacer 2, complete sequence;

Fusarium chiamydosporum strain UFSM-F8 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene and intemnal transcribed spacer 2, complete sequence;

Fusarium chlamydosporum isolate UFSM - F5 internal franscribed spacer 1, parial sequence; 5.83 ribosomal RMA gene and intemnal franscribed spacer 2, complete sequent

Fusarium chiamydosporum strain UFSM-F1 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene and intemnal transcribed spacer 2, complete sequence;

Sporothrix sp. 85-2011a 5.85 ribosomal RNA gene,_partial sequence: intemal transcribed spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial sequence

Fusarium sp. NSC-12 185 ribosomal RNA gene,_partial sequence:_internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequ

Fusarium sp. MRRL 43631 185 ribosomal RMA gene _partial sequence; internal transcribed spacer 1_5.85 ribosomal RNA gene,_and internal transcribed spacer 2, complate

Fusarium sp. NRRL 28573 185 ribosomal BMA gene _partial sequence; internal transcribed spacer 1_5.85 ribosomal RNA gene,_and internal transcribed spacer 2, complate

Max | Total
score | score
483 483
483 483
483 483
451 431
451 431
451 431
481 431
481 431
481 431
481 4381
481 4381
451 481
451 481
4581 4581
451 481
451 481
451 481
451 481
451 481
451 481

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

value

2e-132
28132
28132
Ge-132
Ge-132
Ge-132
Ge-132
Ge-132
6e-132
Ge-132
Ge-132
Be-132
Be-132
Be-132
Be-132
Be-132
Ba-132
Ba-132
Ba-132
Ge-132

Ident

97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%

Accession

JF300445 1

JN207306 1

JN207292 1

MH582472.1
MH933065.1
MH261014.1
MGT42660.1
MG250447 .1
KX421423 1
KX421422 1
KX421421.1
KUS50737.1
KC773406.1
KC773405.1
KC758963.1
KCG62466.1
JF332144.1

GU257905.1
GQ505459 1
GQ505437 1

59




REFERENCIAS

ADAPAR. AGENCIA DE DEFESA AGROPECUARIA DO PARANA. Lista de agrotdxicos
aptos para comércio e uso no Parana. 15 mayo 2018. Disponible en:
<http://www.adapar.pr.gov.br/arquivos/File/GAT/lista.pdf>. Acceso en: 22 de mayo 2018

ACKERMAN, F.; WHITED, M.; KNIGHT, P. Would banning atrazine benefit farmers?
International Journal of Occupational and Environmental Health, v. 20, n. 1, p. 61-70,
2014.

ANDLEEB, S.; JIANG, Z.; REHMAN, K. ur; OLAJIDE, E. K.; YING, Z. Influence of Soil pH
and Temperature on Atrazine Bioremediation. Journal of Northeast Agricultural University,
v.23,n. 2, p. 12-19, 2016.

ATRAZINA, Nortox 500 SC. Prescripcion de agrotéxico. 2017. Disponible en:
<http://www.nortox.com.br/wp-content/uploads/2017/05/Atrazina-Nortox-500-SC-BulaVER-
04-17.08.2017.pdf>. Acceso en: 20 mayo 2018.

BALDRIAN, P. Fungal laccases - occurrence and properties. FEMS Microbiol Rev, v. 30, p.
215-242, 2006.

BALTIERRA-TREJO, E.; MARQUEZ-BENAVIDES, L., SANCHEZ-YANEZ, J. M.
Inconsistencies and ambiguities in calculating enzyme activity : The case of laccase. Journal
of Microbiological Methods, v. 119, p. 126-131, 2015.

BASTOS, A. C.; MAGAN, N. International Biodeterioration & Biodegradation Trametes
versicolor : Potential for atrazine bioremediation in calcareous clay soil , under low water

availability conditions. International Biodeterioration & Biodegradation, v. 63, p. 389-394,
2009.

BENDING, G. D.; FRILOUX, M.; WALKER, A. Degradation of contrasting pesticides by
white rot fungi and its relationship with ligninolytic potential. FEMS Microbiology Letters,
v.212,n. 1, p. 59-63, 2002.

BONUGLI-SANTOS et al, 2016. Enhanced textile dye decolorization by marine-derived
basidiomycete Peniophora sp. CBMAI 1063 using integrated statistical design.
Environmental Science and Pollution Research., 2016.

BONUGLI-SANTOS, R. C.; DURRANT, L. R.; SETTE, L. D. Laccase activity and putative
laccase genes in marine-derived basidiomycetes. Fungal biology, v. 114, n. 10, p. 863-872,
2010

BOURBONNALIS, R.; PAICE, M. G. Veratryl alcohol oxidases from the lignin-degrading
basidiomycete Pleurotus sajor-caju. Biochem. J., 255, 445-450, Gran Bretafia, 1988

BRAUNS, B. et al. Pesticide use in the wheat-maize double cropping systems of the North
China Plain: Assessment, field study, and implications. Science of the Total Environment, v.
616617, p. 1307-1316, 2018.

BRIEN, H. E. O. et al. St. Louis’ battle of the vans. Profiles in hospital marketing, v. 71, n.
28, p. 6871, 1987.

BUMPUS, J. A.; BROCK, B. J. Biodegradation of Crystal Violet by the White Rot Fungus
Phanerochaete chrysosporium. Applied and Environmental Microbiology, v. 54, n. 5, p.

60



1143-1150, 1988.

BUSWELL, J. K. et al. Effect of nutrient nitrogen on manganese peroxidase and lacase
production by Lentinula (Lentinus) edodes. FEMS Microbiology Letters, 128, 81-88, 1995.

CAPRE. COMITE COORDINADOR REGIONAL DE INSTITUCIONES DE AGUA
POTABLE Y SANEAMIENTO DE CENTROAMERICA, PANAMA Y REPUBLICA
DOMINICANA. Normas de Calidad del Agua para consumo humano. 1. ed., San Jose Costa
Rica, 1994. 27 Disponible en:
<http://biblioteca.enacal.com. n1/b1b110tec%5Cleros%Sdef%SCCAPRE Normas_Regional
pdf>. Acceso en: 9 mayo 2018

CAVIGLIONE, J. H. et al. Cartas climaticas do Parana. Londrina, IAPAR, 2000. Disponible
en: <http://www.iapar.br/pagina-677.html>. Acceso en: 3 jul. 2018.

CHAN-CUPUL, W.; HEREDIA-ABARCA, G.; RODRiGUEZ—VAZQUEZ, R. Atrazine
degradation by fungal co-culture enzyme extracts under different soil conditions. JOURNAL
OF ENVIRONMENTAL SCIENCE AND HEALTH, PART B, v. 0, n. 0, p. 1-11, 2016.

COELHO, E. R. C.; BERNARDO, L. Di. Presen¢a ¢ remoc¢ao de atrazina, desetilatrazina,
desisopropilatrazina e desetilhidroxiatrazina em instalagdo piloto de ozonizagdo e filtragdo
lenta. Engenharia Sanitaria e Ambiental, v. 22, n. 4, p. 789-796, 2017.

CONAMA. CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE. Resolugdo n° 357, 18 de
margo de 2005. Dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, bem como estabelece as condi¢des e padroes de langamento de efluentes,
e da outras providéncias. Diario Oficial da Unifo, n. 053, 18 mar. 2005. p. 58-63. Disponible
en: <http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=459>. Acceso en: 22 mayo
2018.

CONAMA. Resolugdo n° 396, 3 de abril de 2008. Dispde sobre a classifica¢do e diretrizes
ambientais para o enquadramento das aguas subterrdneas e da outras providéncias. Didrio
Oficial da Unido, n. 66, 7 abr. 2008. p. 64-68. Disponible  en:
<http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=562>. Acceso en: 22 mayo 2018.

COSTA RICA. Decretos N° 32327-S, del 3 de mayo del 2005. Se decreta: Reglamento para la
Calidad del Agua Potable. La Gaceta No. 84, 2005. Disponible en:
<http://www.ministeriodesalud.go.cr/gestores_en salud/comision_agua segura/legislacion/C
AS reglamento_calidad _agua potable.pdf>. Acceso en: 20 mayo 2018.

CRAWFORD, J. J.; SIMS, G. K.; RADOSEVICH, M. Biodegradation of atrazine under
denitrifying conditions. Appl Microbiol Biotechnol, v. 49, p. 618-623, 1998.

DELLA-FLORA, A. et al. Fast, cheap and easy routine quantification method for atrazine and
its transformation products in water matrixes using a DLLME-GC/MS method. Analytical
Methods, 2018. Dissertagao de Mestrado - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2018.

DESHMUKH, R.; KHARDENAVIS, A. A.; PUROHIT, H. J. Diverse Metabolic Capacities of
Fungi for Bioremediation. Indian Journal of Microbiology, v. 56, n. 3, p. 247-264, 2016.

DEVERS, M.; ROUARD, N.; MARTIN-LAURENT, F. Genetic rearrangement of the atzAB
atrazine-degrading gene cassette from pADP1 :: Tn 5 to the chromosome of Variovorax sp .
MD1 and MD2. Gene, v. 392, p. 1-6, 2007.

DRPSA. DEPARTAMENTO DE REGULACION DE LOS PROGRAMAS DE SALUD Y

61



AMBIENTE. Norma Guatemalteca Obligatoria Agua Potable. 1. ed. Guatemala, sep. 2003.
20 p. Disponible en: <http://www.bvsde.paho.org/bvsacg/e/normas2/Norma-Gua.pdf>. Acceso
en: 9 mayo 2018.

DUQUE, C. D. C. Efeito de borda em fungos da Mata Atlantica Semidecidual. 2016. 52
paginas. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas — Ecologia e
Biodiversidade) — Universidade Federal da Integragao Latino-Americana, Foz do Iguagu, 2016.
49 p.

DURAIRAJ, P. et al. Fungal cytochrome P450 monooxygenases of Fusarium oxysporum for
the synthesis of ® -hydroxy fatty acids in engineered Saccharomyces cerevisiae. Microbial Cell
Factories, v. 14, n. 45, p. 1-16, 2015.

ENTRY, J. A.; MATTSON, K. G.; EMMINGHAM, W. H. The influence of nitrogen on atrazine
and 2 , 4-dichlorophenoxyacetic acid mineralization in grassland soils. Biology and Fertility
of Soils, v. 16, p. 179-182, 1993.

FAN, X.; SONG, F. Bioremediation of atrazine: recent advances and promises. Journal of Soils
and Sediments, v. 14, p. 1727-1737, 2014.

FELSENSTEIN, J. Limites de confianza en las filogenias: una aproximacion utilizando el
bootstrap. Evolucién 39: 783-791., 1985.

FLORA, A. DELLA. Desenvolvimento de metodologia analitica para determinacio de
atrazina e seus principais produtos de transformacio nas aguas superficiais da Bacia
Hidrografica do Parana 3. Dissertacdo De Mestrado, Porto Alegre, 2018. 118 p.

GAGO-FERRERO, P. et al. Science of the Total Environment Evaluation of fungal- and photo-
degradation as potential treatments for the removal of sunscreens BP3 and BP1. Science of the
Total Environment, v. 427-428, p. 355-363, 2012.

GAZZIEROQO, D. L. P. et al. Tabela periodica dos herbicidas. Embapra soja 2004. Disponible
en: <https://www.embrapa.br/soja/busca-de-publicacoes/-/publicacao/466653/tabelaperiodica-
dos-herbicidas Revisado en 08/05/2017>. Acceso en: 08 mayo 2017

GIANFREDA, L.; RAO, M. A. Potential of extra cellular enzymes in remediation of polluted
soils : a review. Enzyme and Microbial Technology, v. 35, p. 339-354, 2004

GOBIERNO AUSTRALIANO, Revision de atrazina - Informe técnico: Evaluacion ambiental.
Disponible en: <https://apvma.gov.au/node/14356>. Acceso en: 30 nov 2018.

HALL, T.A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids. Symp. Ser. 41:95-98.

HANSEN, A. M. et al. Atrazina: Un herbicida polémico. Revista Internacional de
Contaminacion Ambiental, v. 29, n. SPEC.ISSUE, p. 65-84, 2013.

HARMS, H.; SCHLOSSER, D.; WICK, L. Y. Untapped potential : exploiting fungi in
bioremediation of hazardous chemicals. Nature Reviews | Microbiology, v. 9, p. 177-192,
2011.

HE, X. et al. Chemosphere Biodegradation of neonicotinoid insecticide , imidacloprid by
restriction enzyme mediated integration ( REMI ) generated Trichoderma mutants.
Chemosphere, v. 112, p. 526-530, 2014.

HEAP, 1. The International Survey of Herbicide Resistant Weeds. [2018?] Disponible en:
<http://www.weedscience.org/Summary/ResistByActive.aspx>. Acceso en: 8 de mayo 2018

62



HENN, C. Selecao de linhagens de basidiomicetos resistentes aos herbicidas atrazina e
diurom— producao de enzimas ligninoliticas e degradacao dos compostos. Sao José do Rio
Preto — SP, 2009. 115 p.

HONDURAS et al. Norma Técnica Nacional para la Calidad del Agua Potable.
Tegucigalpa, 1995. 42p. Disponible en: <
http://www.bvsde.paho.org/bvsacg/e/cdcagua/normas/lac/11.HON/O1.norma.pdf>. Acceso en:
9 mayo 2018.

HRAC. HERBICIDE RESISTANCE ACTION COMITE. The World of Herbicides
According to HRAC classification on mode of action. 2010. Disponible en:
<http://hracglobal.com/tools/world-of-herbicides-map>. Acceso en: 8 de mayo 2018.

HUANG, M. T. et al. Rice ( Oryza sativa ) Laccases Involved in Modi fi cation and Detoxi fi
cation of Herbicides Atrazine and Isoproturon Residues in Plants. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 64, p. 6397-6406, 2016.

IBAMA. INSTITUTO BRASILEIRO DO MEDIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURALES RENOVAVEIS. Consumo de agrotoxicos e afins (2000 - 2016). 17 oct. 2017a.
Disponible en:
<http://www.ibama.gov.br/phocadownload/qualidadeambiental/relatorios/2016/graficoconsum
o-agrotoxicos-2000-2016.pdf>. Acceso en: 8 mayo 2018.

IBAMA. Plano de Manejo do Parque Nacional do Iguacu. 1999. Disponible en:
http://www.cataratasdoiguacu.com.br/manejo/siuc/planos_de manejo/pni/html/index.htm>.
Acceso en: 3 jul. 2018.

IBAMA. Os 10 ingredientes ativos mais vendidos — 2016. 16 nov. 2017b. Disponible en:
<http://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacao-de-agrotoxicos>.
Acceso en: 8 mayo 2018.

IBAMA. Vendas de agrotoxicos e afins no Brasil no periodo de 2000 a 2016. 16 nov. 2017c.
Disponible  en:  <http://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacaode-
agrotoxicos>. Acceso en: 8§ mayo 2018.

IBAMA. Vendas por classes de usos dos produtos formulados — 2016. 16 nov. 2017d.
Disponible en: <http://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacao-
deagrotoxicos>. Acceso en: 8§ mayo 2018.

IBAMA. Vendas por classes de uso dos produtos formulados — 2016 (por unidade
federativa). 16 nov. 2017e. Disponible en:
<http://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/relatoriosde-comercializacao-de-agrotoxicos>. Acceso
en: 8 mayo 2018.

IBAMA. Vendas de ingredientes ativos por unidade da federacio — 2016. 16 nov. 2017f.
Disponible en: <http://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacao-
deagrotoxicos>. Acceso en: 8 mayo 2018.

IKEHATA, K.; BUCHANAN, I. D.; SMITH, D. W. REVIEW / SYNTHESE Recent
developments in the production of extracellular fungal peroxidases and laccases for waste
treatment. J. Environ. Eng. Sci., v. 3, p. 1-19, 2004.

INEN. INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION. Agua Potable. Requisitos. 5
ed. Quito, 2014. 10 p. Disponible en: <http://www.pudeleco.com/files/al6057d.pdf>. Acceso
en: 9 mayo 2018.

63



INOUE, M. H. et al. Critérios para avaliacdo do potencial de lixiviagdo dos herbicidas
comercializados no estado do Parand. Planta Daninha, v. 21, n. 2, p. 313-323, 2003.

IUPAC. INTERNATIONAL UNION OF PURE AND APPLIED CHEMISTRY. PPDB:
Pesticide Properties DataBase. Atrazina (Ref: G 30027). 28 mar. 2018. Disponible en:
<http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/es/Reports/43.htm>. Acceso en: 18 may. 2018.

JEFFERY, S.; BURGESS, L. W. Growth of Fusarium graminearum Schwabe group 1 on media
amended with atrazine, chlorsulfuron or glyphosate in relation to temperature and osmotic
potential. Soil Biology and Biochemistry, v. 22, n. 5, p. 665-670, 1990.

KARAGIANNI, E. P. et al. Homologues of xenobiotic metabolizing N-acetyltransferases in
plant-associated fungi: Novel functions for an old enzyme family. Scientific Reports, v. 5, n.
August, p. 1-14, 2015.

KARIGAR, C. S.; RAO, S. S. Role of Microbial Enzymes in the Bioremediation of Pollutants :
A Review. Enzyme Research, p. 11, 2011.

KAUFMAN, D. D.; BLAKE, J. Degradation of atrazine by soil fungi. Seil Biology and
Biochemistry, v. 2, n. 2, p. 73-80, 1970.

KAUFMAN, D. D.; KEARNEY, P. C.; SHEETS, T. J. Microbial Degradation of Simazine
Microbial. J. Agr. Food Chem., v. 13, n. 3, p. 238-242, 1965.

KIMURA, M. Un método simple para estimar la tasa evolutiva de sustituciones de bases a
través de estudios comparativos de secuencias de nucleoétidos. Diario de la evolucion
molecular 16: 111-120p., 1980.

KOENIG, A.; MAGNOLON, S.; ECOLE, C. W. A comparative study of ballpoint ink ageing
parameters using GC / MS. Forensic Science International, v. 252, p. 93—-106, 2015.

KOSKINEN, W. C.; CLAY, S.A. Factors affecting atrazine fate in north central U.S. soils. Rev.
Environ. Contam. Toxicol. 151, p. 118-165, 1998.

KRUTZ, L. J. et al. Agronomic and environmental implications of enhanced s -triazine
degradation. PestManag Sci, v. 66, n. February, p. 461481, 2010.

KUBIAK, X. et al. Crystal structure of arylamine N -acetyltransferases : insights into the
mechanisms of action and substrate selectivity. Expert Opin. Drug Metab. Toxicol, v. 9, n.3,
p. 349-362, 2013.

KULSHRESHTHA, S.; MATHUR, N.; BHATNAGAR, P. Mushroom as a product and their
role in mycoremediation. AMB Express, v. 4, n. 29, p. 1-7, 2014.

KUMAR, S.; STECHER G.; TAMURA K. MEGAT: Analisis de genética evolutiva molecular
version 7.0 para conjuntos de datos méas grandes. Biologia molecular y evolucion 33: 1870-
1874p., 2016.

LERCH, R. N.; BLANCHARD, P. E.; THURMAN, E. M. Contribution of Hydroxylated
Atrazine Degradation Products to the Total Atrazine Load in Midwestern Streams. v. 32, n. 1,
p. 40-48, 1998.

LEVANON, D. Roles of fungi and bacteria in the mineralization of the pesticides atrazine,
alachlor, malathion and carbofuran in soil. Seil Biology and Biochemistry, v. 25, n. 8, p. 1097-
1105, 1993.

LIMA, D. P. De et al. AC SC. Fungal Bioremediation of Pollutant Aromatic Amines. Current

64



Opinion in Green and Sustainable Chemistry, 2018.

LIU, M.; CHAVERRI, P.; HODGE, K. T. A taxonomic revision of the insect biocontrol fungus
Aschersonia aleyrodis, its allies with white stromata and their Hypocrella sexual states.
Mycological Research, v. 110, n. 5, p. 537-554, 2006.

MACHADO, K. C. et al. A preliminary nationwide survey of the presence of emerging
contaminants in drinking and source waters in Brazil. Science of the Total Environment, v.
572, p. 138-146, 2016.

MAPA. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA Y ABASTECIMENTO. Relatério de
Produtos Formulados Marca Comercial Titular do Registro - VIVATAX THIRAM. p. 1-8, 2014.

MAQBOOL, Z. et al. Perspectives of using fungi as bioresource for bioremediation of
pesticides in the environment: a critical review. Environmental Science and Pollution
Research, v. 23, p. 16904-16925, 2016.

MARTINEZ, B. et al. Complete Nucleotide Sequence and Organization of the Atrazine
Catabolic Plasmid pADP-1 from Pseudomonas sp . Strain ADP. Journal of Bacteriology, v.
183, n. 19, p. 5684-5697, 2001

MARINHO, G. et al. Potential of the filamentous fungus Aspergillus niger AN 400 to degrade
Atrazine in wastewaters. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 9, n. October 2016,
p. 162-167,2017.

MARTINEZ, B. et al. Complete Nucleotide Sequence and Organization of the Atrazine
Catabolic Plasmid pADP-1 from Pseudomonas sp . Strain ADP. JOURNAL OF
BACTERIOLOGY, v. 183, n. 19, p. 5684-5697, 2001.

MASAPHY, S. et al. Isolation and Characterization of a Novel Atrazine Metabolite Produced
by the Fungus Isolation and Characterization of a Novel Atrazine Metabolite Produced by the
Fungus Pleurotus pulmonarius. Bioresource Technology. v. 59, n. 12, p. 611, 1993.

MEEKES, E. T. M., FRANSEN 1J. J., VAN-LENTEREN J. C. Pathogenicity of Aschersonia
spp. against whiteflies Bemisia argentifolii and Trialeurodes vaporariorum. Journal of
Invertebrate Pathology. v. 81, p. 1-11, 2002.

MINISTERIO DE SALUD. Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo Humano:
DS N° 031-2010-SA. 1. ed., Lima, Direccion General de Salud Ambiental, feb. 2011. 44 p.
Disponible en:
<http://www.digesa.minsa.gob.pe/publicaciones/descargas/Reglamento Calidad Agua.pdf>.
Acceso en: 9 mayo 2018.

MINISTERIO DA SAUDE. Portaria No 2.914,12 de dezembro de 2011. Dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade. Diario Oficial da Unido, 12 dez. 2011. Disponible en:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2011/prt2914 12 12 2011.html>. Acceso en:
22 mayo 2018.

MINUSSI R. C.; PASTORE, M.; DURA, N. Laccase induction in fungi and laccase / N — OH
mediator systems applied in paper mill effluent. Bioresource Technology, v. 98, p. 158—164,
2007.

MIR-TUTUSAUS, J. A. et al. Can white-rot fungi be a real wastewater treatment alternative
for organic micropollutants removal? A review. Water Research, v. 138, p. 137151, 2018.

65



MONTAGNER, C. C.; VIDAL, C.; ACAYABA, R. D. Contaminantes emergentes em matrizes
aquaticas do Brasil: Cenario atual e aspectos analiticos, ecotoxicoldgicos e regulatorios.
Quimica Nova, v. 40, n. 9, p. 1094-1110, 2017.

MOORE, D. R. et al. A weight-of-evidence approach for deriving a level of concern for atrazine
that is protective of aquatic plant communities. Integrated Environmental Assessment and
Management, v. 13, n. 4, p. 686701, 2017.

MORENO, C. M. et al. Tratamientos biologicos de suelos contaminados : contaminacion por
hidrocarburos . Aplicaciones de hongos en tratamientos de biorrecuperacion. Rev Iberoam
Micol, v. 21, p. 103-120, 2004.

MORENO, J. L. et al. Effects of atrazine on microbial activity in semiarid soil. v. 35, p. 120—
127,2007.

NAM, S. W. et al. Adsorption characteristics of selected hydrophilic and hydrophobic
micropollutants in water using activated carbon. Journal of Hazardous Materials, v. 270, p.
144-152,2014.

OLIVEIRA, B. R. et al. Biodegradation of pesticides using fungi species found in the aquatic
environment. Environmental Science and Pollution Research, v. 22, n. 15, p. 11781-11791,
2015.

PEREIRA, P. M. Avaliacdo do potencial de fungos na degradacdo do herbicida atrazina.
Journal of Strategic Studies, v. 34, n. 2, p. 281-293, 2011.

POTTER, T. L. et al. Atrazine fate and transport within the coastal zone in southeastern Puerto
Rico. Marine Pollution Bulletin, v. 67, n. 1-2, p. 36-44, 2013.

RABINOVICH, M. L.; BOLOBOVA, A. V; VASIL, L. G. Fungal Decomposition of Natural
Aromatic Structures and Xenobiotics: A Review. Applied Biochemistry and Microbiology. v.
40,n. 1, p. 1-17, 2004.

RAEDER, U.; BRODA, P. Rapid preparation of DNA from filamentous fungi. Letters in
Applied Microbiology, v. 1, p. 17-20, 1985.

REPUBLICA DOMINICANA. Dec. No. 42-05. Establece: Reglamento de Aguas para
Consumo Humano. 2005. Disponible en:
<http://www.msp.gob.do/oai/Documentos/Decretos/DECR 4205 EstableceRegAguasConsu
moHumano 20130127.pdf>. Acceso en: 9 mayo 2018.

REZENDE, M. A. I. R. et al. Growth and production of laccases by the ligninolytic fungi ,
Pleurotus ostreatus and Botryosphaeria rhodina , cultured on basal medium containing the
herbicide , Scepter ® ( imazaquin ). J. Basic Microbiol., v. 45, n. 6, p. 460—469, 2005.

ROJAS, R. et al. Enhancing soil sorption capacity of an agricultural soil by addition of three
different organic wastes. Science of the Total Environment, v. 458-460, p. 614-623, 2013.

SALAMUNI, R. et al. Parque Nacional do Iguagu, PR - Cataratas de fama mundial. In:
SCHOBBENHAUS, C. et al. C. Sitios Geologicos e Paleontologicos do Brasil. 1. ed. Brasilia,
DNPM/CPRM - Comissao Brasileira de Sitios Geologicos e Paleobioldgicos (SIGEP), 2002.
p. 313-321. Disponible en: <http://sigep.cprm.gov.br/sitio011/sitio011.htm>. Acceso en: 2 jul.
2018

SALAZAR-LEDESMA, M. et al. Mobility of atrazine in soils of a wastewater irrigated maize
field. Agriculture, Ecosystems and Environment, v. 255, p. 73-83, 2018. Disponivel em:

66



<https://doi.org/10.1016/j.agee.2017.12.018>.

SAITOU, N.; NEI, M. El método de union de vecinos: un nuevo método para reconstruir
arboles filogenéticos. Biologia Molecular y Evolucion 4: 406-425p., 1987.

SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE. Monitoramento de agrotoxicos na agua para
consumo humano no Brasil, 2011. Boletim Epidemioldgico, v. 44, n. 10, 2013. 24 p.
Disponible en:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/periodicos/boletim_epidemiologico_numero_10 2013.pdf>.
Acceso en: 22 mayo 2018.

SENE, L. et al. New aspects on atrazine biodegradation. Brazilian Archives of Biology and
Technology, v. 53, n. 2, p. 487496, 2010.

SHAPIR, N. et al. MINIREVIEW Evolution of Catabolic Pathways : Genomic Insights into
Microbial s -Triazine Metabolism. Journal of Bacteriology, v. 189, n. 3, p. 674-682, 2007.

SHARMA, B.; DANGI, A. K.; SHUKLA, P. Contemporary enzyme based technologies for
bioremediation: A review. Journal of Environmental Management, v. 210, p. 10-22, 2018.

SINGH, B.; SINGH, K. Microbial degradation of herbicides. Critical Reviews in
Microbiology, v. 42, n. 2, p. 245-261, 2016.

SINGH, S. et al. Toxicity, degradation and analysis of the herbicide atrazine. Environmental
Chemistry Letters, v. 16, p. 211-237, 2018.

SODRE, F. F. et al. Seasonal and spatial distribution of caffeine, atrazine, atenolol and deet in
surface and drinking waters from the brazilian federal district. Journal of the Brazilian
Chemical Society, v. 29, n. 9, p. 1854-1865, 2018.

SOUSA, J. C. G. et al. A review on environmental monitoring of water organic pollutants
identified by EU guidelines. Journal of Hazardous Materials, v. 344, p. 146-162, 2018.

SRIVASTAVA, S.; KADOOKA, C.; UCHIDA, J. Y. Fusarium species as pathogen on orchids.
Microbiological Research, v. 207, n. December 2017, p. 188—-195, 2018.

SUTHERLAND, T. D. et al. ENZYMATIC BIOREMEDIATION: FROM ENZYME
DISCOVERY TO APPLICATIONS. Clinical and Experimental Pharmacology and
Physiology, v. 31, p. 817-821, 2004.

TEDERSOQO, L. et al. Global diversity and geography of soil fungi. Science, v. 346, n. 6213,
2014.

TORTORA, G.J. ; FUNKE, B. R. ; CASE, C. L. Microbiologia, 8 ed. , Porto Alegre; Artemed,
2005.

UNESCO. ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS PARA LA EDUCACION, LA
CIENCIA Y LA CULTURA. World Heritage List-Iguacu National Park. World Heritage
Centre. 2018. Disponible en: <http://whc.unesco.org/en/list/355/>. Acceso en: 2 jul. 2018.

UNION EUROPEA. Directiva 98/83/CE del Consejo, 3 de noviembre de 1998. Relativa a la
calidad de las aguas destinadas al consumo humano. Diario Oficial de 1a Union Europea, 1998.
p. 32. Disponible en: <https://eur-
lex.europa.eu/legalcontent/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:31998L0083 &from=EN>. Acceso en:
9 mayo 2018.

UNION EUROPEA. Directiva 2006/118/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, 12 de

67



Diciembre de 2006. Relativa a la proteccion de las aguas subterrdneas contra la contaminacion
y el deterioro. Diario Oficial de la Union Europea, 27 dic. 2006. p. 19. Disponible en:
<https://eur-lex.europa.eu/legalcontent/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:32006L0118&from=ES>.

Acceso en: 9 mayo 2018.

UNION EUROPEA. Modificacion de las Directivas 2000/60/CE y 2008/105/CE en cuanto a
las sustancias prioritarias en el ambito de la politica de aguas. Directiva 2013/39/UE del
Parlamento Europeo y del Consejo, 12 de agosto de 2013. Diario Oficial de 1a Uniéon Europea.
24 ago. 2013. Disponible en: <https://eur-
lex.europa.eu/legalcontent/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:32013L0039&from=ES>. Acceso en: 9
mayo 2018.

UNIT. INSTITUTO URUGUAYO DE NORMAS TECNICAS. Agua potable — Requisitos.
Montevideo, 2008  (impresion corregida en 2010). 15p. Disponible en:
<http://www.ose.com.uy/descargas/clientes/reglamentos/unit 833 2008 .pdf>. Acceso en: 9
mayo 2018.

USEPA. UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. National
primary drinking water regulations. mayo 2009. Disponible en:
<https://www.epa.gov/sites/production/files/201606/documents/npwdr_complete table.pdf >.
Acceso en: 9 mayo 2018

WAALWIIK et al. (1996)

WANG, H. et al. Ecotoxicology and Environmental Safety Augmenting atrazine and
hexachlorobenzene degradation under different soil redox conditions in a bioelectrochemistry
system and an analysis of the relevant microorganisms. Ecotoxicology and Environmental
Safety, v. 147, n. September 2017, p. 735-741, 2018.

WEBER, R. W. S.; PITT, D. Teaching techniques for mycology: 11. Riddell’s slide cultures.
Mycologist, v. 14, n. 3, p. 118-120, 2000.

WHITE, T.J. et al. Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for
phylogenetics. In PCR Protocols: A guide to Methods and Applications (ed. M. A. Innis, D. H.
Gelfand, J. J. Sninsky & T. J. White), pp. 322. Academic Press: San Diego, U.S.A, 1990.

WHO. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Atrazine in Drinking-water. Background
document for development of WHO Guidelines for Drinking-water Quality. Health criteria and
other supporting information, 2 ed., v. 2, 1996. 5p. WHO. A global overview of national
regulations and standards for drinking-water quality. Geneva, 2018.

WHO. A global overview of national regulations and standards for drinking-water quality.
Geneva, 2018.

WHO (WORLD HEALTH ORGANIZATION). Atrazine in Drinking-water Background
document for development of WHO Guidelines for Drinking-water Quality. Health criteria
and other supporting information, v. 2, p. 1-5, 1996.

WHO (WORLD HEALTH ORGANIZATION). A global overview of national regulations and
standards for drinking-water quality. n. Geneva, 2018.

WRIGHT, J. E.; WRIGHT, A. M. Checklist of the Mycobiota of Iguazti National Park
( Misiones , Argentina ). Bol. Soc. Argent. Bot., v. 40, p. 1-22, 2005.

WSSA. WEED SCIENCE SOCIETY OF AMERICA. Herbicide Site of Action (SOA)
Classification List. 16 ago. 2017. Disponible en: <http://wssa.net/wssa/weed/herbicides/>.

68



Acceso en: 8 mayo 2018

WU, J. et al. Remediation of soil contaminated with decabrominated diphenyl ether using white
rot fungi. Journal of Environmental Engineering and Landscape Management, v. 21, n. 3,
p. 171-179, 2013.

YANZE-KONTCHOU, C.; GSCHWIND, N. Mineralization of the Herbicide Atrazine as by a
Pseudomonas Strain. Applied and Environmental Microbiolog. v. 60, n. 12, p. 4297-4302,
1994.

YAROPOLOV, A. I. et al. La cease. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 49, p. 257—
280, 1994.

YUECHUN, Z. et al. Biodegradation Kinetics of DDT in Soil under Different Environmental
Conditions by Laccase Extract from White Rot Fungi. Chinese Journal of Chemical
Engineering, v. 18, n. 3, p. 486492, 2010. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/S1004-
9541(10)60247-9>.

ZENG et al. Atrazine Pathway Map. 2017. Disponible en: <http://eawag-
bbd.ethz.ch/atr/atr_ map.html>. Acceso en: 17 mayo 2018.

69



