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Resumo:

O uso de agrotdxicos é capaz de causar efeitos danosos tanto para o meio ambiente
guanto para a saude humana e animal. Sua producdo em massa e 0 Sseu UusoO
generalizado tem causado preocupacdo ao redor do mundo. E fato que os efeitos
ecologicos de seus residuos e seu destino no meio ambiente precisam ser
resolvidos com urgéncia. Os fungos de podriddo branca secretam varias enzimas
capazes de degradar a lignina como a lignina peroxidase, manganés peroxidase e
lacase. O complexo enzimético ligninolitico também ¢€é capaz de atuar em
substancias que possuem uma estrutura quimica semelhante a lignina, como
corantes e pesticidas. Por isso, pode-se dizer que esses macrofungos podem ser
componentes importantes de biotecnologias projetadas para remediar solo, agua e
ar poluidos. Este trabalho teve como objetivo estudar a tolerancia do Trametes sp.
M5 ao contato com o herbicida diquat, bem como avaliar a producdo de enzimas
oxidativas na presenca do mesmo, a fim de contribuir com novas tecnologias nos
processos de biorremediacao.

Introducéo

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis,
IBAMA, afirma que o uso de agrotdoxicos pode gerar efeitos danosos ao meio
ambiente e também a salde humana e de animais, portanto eles necessitam ser
controlados e/ou prevenidos. Segundo este mesmo instituto, a classe de defensivos
mais utilizada no Brasil é a dos herbicidas, classe destinada ao controle de ervas
daninhas. O diquat € um herbicida que ganhou destaque apds a proibicdo de um
herbicida chamado paraquat, o qual foi bastante utilizado até o ano de 2019
(IBAMA). Segundo o Comité de Acéo a Resisténcia de Herbicidas (HRAC), o diquat
€ um inibidor do fotossistema |, ou seja, ele promove a formacao de radicais livres e
também é classificado como um herbicida de contato ndo seletivo. Os "fungos da
podriddo branca" secretam varias enzimas capazes de degradar a lignina, como a
lignina peroxidase (LiP), a manganés peroxidase (MnP) e a lacase. Eles utilizam um
sistema enzimatico ndo especifico que permite aos fungos degradarem, além dos
polimeros aromaticos complexos naturais de lignina, polimeros aromaticos
complexos que compartilham estrutura com lignina, como pesticidas e corantes.
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Portanto, esses organismos podem ser componentes importantes de biotecnologias
projetadas para remediar solo, agua e ar poluidos (HARMS, 2011). Logo, este
trabalho teve como objetivo avaliar a tolerancia do fungo de podriddo branca em
contato com o herbicida diquat, a fim de fornecer informacdes sobre a possivel
forma de degradagdo deste herbicida com o intuito de contribuir com novas
tecnologias nos processos de biorremediacdo de aguas superficiais e solo.

Materiais e Métodos

Macromiceto: Trametes sp. M5 do banco de isolados do LBM/DBQ/UEM.
Manutencéao: o fungo foi mantido através de repiques sucessivos, em placas de Petri
contendo o meio de MEA 2%. As placas foram armazenadas em refrigerador,
permanecendo por no méaximo 30 dias.

Avaliacdo da producdo de oxidases em meio solido: ap0s o crescimento inicial do
fungo em placa de Petri, solu¢des de fendlicos cromogénicos foram vertidas sobre o
micélio e a formacdo de halos coloridos indicou a presenca de enzima
(STALPERS,1978). A solucéo para a avaliagao de lacase foi preparada com 0,1 M
de 1-naftol em etanol 96%. No caso da peroxidase, trés solucdes distintas foram
preparadas em agua: uma contendo 2% de H,O, (controle da peroxidase), 0,5% de
pirogalol (controle da lacase) e a ultima, 4% de peroxido de hidrogénio mais 1% de
pirogalol (teste da peroxidase).

Tolerancia ao pesticida no solo: um disco de micélio de 1cm de diametro foi
inoculado em um tubo de ensaio com cerca de 10 ml de MEA 2%, sem inclinagéo, e
incubado a 28 °C, até colonizacéo de toda a superficie do meio. Uma coluna de solo
autoclavado (70% de terra e 30% de areia) foi entdo colocada sobre o fungo nos
tubos. O solo foi contaminado com herbicida diquat nas seguintes concentracdes:10,
30, 60 e 100 mg/L. Solo sem herbicida serviu de controle. A colonizagao do fungo foi
observada por um periodo de 28 dias.

Condicdes de cultivo para avaliacdo da tolerancia em solugcéo aquosa (meio liquido):
o fungo foi cultivado em meio mineral, suplementado com glicose a 2% por trés dias,
qguando o herbicida foi acrescido nos cultivos teste a uma concentragdo de 10 mg/L.
Trés discos de micélio de aproximadamente 1 cm (&) foram inoculados nos frascos
contendo 25 mL de meio. Os cultivos ficaram em condi¢éo estatica, a 28 °C por 21
dias, e apos o periodo de crescimento foram interrompidos por filtracdo a cada trés
dias. Os cultivos foram realizados em duplicata, assim como o controle abiético (com
e sem pesticida). A biomassa foi seca em estufa e pesada. O filtrado foi analisado
por espectroscopia UV/VIS.

Analises espectrofotométricas: A atividade de lacase (EC 1.10.3.2) foi medida com
ABTS em tampéo acetato de sédio 0,05 M (pH 5) e a 40 °C. A atividade de
manganés peroxidase foi determinada com DMP 1mM em tampao malonato 50 mM
(pH 4,5) na presenca de peroxido de hidrogénio 0,5 mM e MnSO, 10mM. A
guantidade de acucar redutor foi medida pelo método do DNS.

Resultados e Discussao
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Atividade das oxidases em placa: Trametes sp. M5 apresentou halo de oxidagao
tanto para lacase (cor violeta) como para a peroxidase (cor marrom). Na presenca
de 1-naftol o halo chegou a 8,36 mm, apGs 72h, indicando boa producédo de lacase.
No mesmo tempo foram verificados a formacdo de um halo de 10,13 mm na
presenca de pirogalol sem H,O, e 2,69 mm na presenca de pirogalol + peréxido de
hidrogénio, este ultimo indicando a acao da peroxidase (figura 1.1).

Tolerancia ao pesticida no solo: Como € possivel observar na figura 1.2, o fungo foi
tolerante em todas as concentracdes de herbicida usadas, ndo havendo diferenca de
percepcao visual no crescimento entre as concentragdes avaliadas. Pode-se notar
um crescimento muito parecido com o controle (solo ndo contaminado) com o solo
de maior concentracdo (100 mg/L), o que mostra que o fungo foi extremamente
resistente ao pesticida no solo nas condi¢des estabelecidas.

Tolerancia em solucdo aquosa e producdo de enzimas: Em solucdo aquosa fica
evidente a inibicho do crescimento do fungo (figura 2), mesmo em uma
concentragdo relativamente baixa, quando comparada as concentracdes usadas
para contaminar o0 solo. A elevada solubilidade do diguat em agua, é uma
caracteristica que contribui para aumentar o contato do herbicida em solugéo
aguosa com o micélio do fungo que se mostrou menos tolerante em meio aquoso. E
possivel notar também que apds o contato do fungo com o herbicida, ocorreu no
sexto dia um estimulo na producéo de lacase (247,25 U/L) mesmo na presenca da
fonte de carbono, seguido de pequeno declinio nos dias subsequentes. O 21° dia
apresentou um pico de producdo com 409,31 U/L. Menores atividades de lacase
foram verificadas nos cultivos sem herbicida (figura 2). A producdo de manganés
peroxidase foi muito baixa em ambos os cultivos. Trabalhos na literatura mostram
gue os herbicidas picloram e diuron induziram as lacases de Trametes sp. e
Ganoderma lucidum, respectivamente (MACIEL et al., 2013; COELHO-MOREIRA et
al., 2018). Outros estudos devem ser realizados para determinar se a lacase pode
biodegradar o diquat.
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Figura 1 — 1.1:Trametes sp. M5 na presenca de 1-naftol (A), pirogalol (B) e pirogalol + H,O, (C) apds
72 horas. 1.2: Crescimento apés 28 dias da adicdo do solo ndo contaminado (A) e dos solos
contaminados com 10 ug/L (B), 30 ug/L (C), 60 ug/L (D) e 100 ug/L (E)
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Figura 2 - Curva de crescimento de Trametes sp. M5 na presenca do diquat (simbolos fechados) e na
sua auséncia (simbolos abertos). Lacase (m; o) e consumo de glicose (e; o).

Conclusoes

Os dados mostram que o isolado de Trametes sp. M5 foi tolerante ao herbicida
diquat no solo. Ja em meio liquido o pesticida foi capaz de interferir em seu
crescimento e estimular a producao de lacase.
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