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Estudos de biodegradacio de fungicidas acilalanina por estirpes selecionadas de
Zygomycetes

Resumo

O principal objetivo deste trabalho consistiu em selecionar e avaliar diferentes
estirpes de fungos Zygomycetes quanto a capacidade de degradacdo de fungicidas
acilalaninas, nomeadamente o metalaxil e o metalaxil-M. Com vista a selecdo dos fungos mais
promissores na degradac¢do dos fungicidas procedeu-se a um rastreio em meio sélido e as
estirpes que mostraram maior capacidade para tolerar os fungicidas em estudo, foram
selecionadas para avaliacdo do perfil de crescimento da biomassa, taxa de utilizacdo da
sacarose e taxa de degradacdo do metalaxil, em meio de cultura liquido. Foi ainda possivel
identificar a presenca de fenoloxidases extracelulares nos sobrenadantes das culturas liquidas
das estirpes em estudo, potencialmente envolvidas no processo de biodegradacdo. Em
conclusao, os resultados obtidos para as estirpes de Zygomycetes em estudo, propiciam boas
perspetivas futuras quanto a estudos de biorremediacdo de fungicidas acilalanina e dos

mecanismos bioquimicos envolvidos na sua degradacao.

Palavras-chave: Zygomycetes; metalaxil; metalaxil-M; biodegradacao; fenoloxidases; fungos

filamentosos.
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Biodegradation studies of acilalanine fungicides by selected strains of Zygomycetes

Abstract

The main goal of this study was to select and evaluate the capability of different fungal
strains of Zygomycetes fungi to degrade acylalanine fungicides, including metalaxyl and
metalaxyl-M. In order to select the most promising fungicide degraders a solid medium was
used to screening the fungi. The strains that showed the greater capability to tolerate the
fungicides, were selected for evaluation, in liquid culture medium, the biomass growth profile,
sucrose consumption and metalaxyl degradation rates. It was also possible to identify the
presence of extracellular phenol oxidases in the supernatants of liquid cultures, wich are
potentially involved in the biodegradation process. In conclusion, the results obtained for the
Zygomycetes strains in study can provide good knowledge for future works related with
bioremediation of acylalanine fungicides and the biochemical mechanisms involved in its

degradation.

Key-words: Zygomycetes, metalaxyl; metalaxyl-M; biodegradation; phenol oxidases;

filamentous fungi.
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Abreviaturas e Convencgoes

A - Absorvancia;

AFLP - “Amplified fragment length polymorphism”;

ATCC - Colecdo americana de culturas tipo, do inglés “American Type Culture Collection”;
BSA - Albumina do soro bovino, do inglés “Bovine Serum Albumine”;

CBS - Colecgao de culturas fungicas tipo “Centraalbureau voor Schimmelcultures” (Holanda);
CCMI - Colecdo de culturas de microrganismos industriais (LNEG e INRB, Portugal);

DNA - Acido desoxirribonucleico, do inglés “Deoxyribonucleic Acid”;

DNS - Acido 3,5-dinitrosalicilico, do inglés “3,5-dinitrosalicylic acid”;

dNTPs - Desoxirribonucleotideos fosfatados, do inglés “Deoxynucleotide Triphosphates”;

ECso - Concentracdo efetiva 50% (Concentracdo efetiva de um composto que provoca um
efeito inibitorio de 50% no crescimento de uma determinada populacdo microbiana);

EDTA - Acido etilenodiamina tetra-acético, do inglés “Ethylenediamine Tetraacetic Acid’;

FTIR -Espectrometria no infravermelho com transformacao de Fourier, do inglés “Fourier
Transform Infrared Spectroscopy”;

g - Aceleragio gravitica;

HPLC - Cromatografia liquida de elevada eficiéncia, do inglés “High Performance Liquid
Cromatography”;

A

ITS - Espacador transcrito interno, do inglés “Internal Transcribed Spacer”;

IUPAC - Unido internacional de quimica pura e aplicada, do inglés “Internacional Union of
Pure and Applied Chemistry”;

LC-MS - Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, do inglés “Liquid
Chromatography Mass Spectrometry”;

LSU rRNA - Subunidade maior do RNA ribossémico, do inglés “Large Subunit ribossomal
RNA”;

MALDI-TOF - Ionizagdo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz - Tempo de voo, do inglés
“Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight”:

MSP-PCR - “Microsatellite - Primed PCR”;
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MIC - Concentracdo Minima Inibitéria, do inglés “Minimum Inhibitory Concentration”;
Mw - Massa molecular, do inglés “molecular weight”;

PCR - Reacdo de polimerase em cadeia, do inglés “Polymerase Chain Reaction”;
pb - par de bases;

PDA - Meio de dextrose, batata e agar, do inglés “Potato Dextrose Agar”;

pH - Potencial de Hidrogénio;

RAPD - “Random amplification of polymorphic DNA”;

RFLP - “Restriction fragment length polymorphism”;

RNA - Acido ribonucleico, do inglés “Ribonucleic Acid”;

RNAse - Ribonuclease;

R.I - Indice de refracio, do inglés “Refractive Index”;

rpm - Rotac¢des por minuto;

SSU rRNA - subunidade menor do RNA ribossémico, do inglés “Small Subunit ribossomal
RNA”;

TBE - TRIS/Borato/EDTA;
TRIS - Tris(hidroximetilJaminometano;
TWA - Meio de agua da torneira, do inglés “Tap Water Medium”

U - Unidade de atividade enzimatica (Concentracdo de enzima para a qual ocorre a formacgao
de 1 pmol de substrato por minuto);

UFC - Unidade formadora de coldnias;
U.V - Ultravioleta;
VIS - Visivel;

YNB - Base nitrogenada de levedura, do inglés “Yeast Nitrogen Base”,

YNBS - Base nitrogenada de levedura com sacarose, do inglés “Yeast Nitrogen Base
Saccharose”;

i - Taxa especifica de crescimento;

A - Comprimento de onda;
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Unidades Internacionais

A; mA - Amperes; miliamperes;

cm; mm; um; nm - Centimetro; milimetro; micrémetro; nanémetro;
g; mg; ug - Grama; miligrama; micrograma;

h; min; s - Horas; minutos; segundos;

kDa; Da - KiloDalton; Dalton;

L; mL; pL - Litro; mililitro; microlitro;

M; mM; puM - Molar; milimolar; micromolar;

N - Normal;
V - Volts;
W - Watts;

oC - Graus Celsius;
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remanescentes no estudo de degradacido do metalaxil na auséncia e na presenca de biomassa
Gongronella sp. Rid CCMI 1007 ..ot et ees e e e e e e sre e sn e e 72

Xiv



Estudos de biodegradacao de fungicidas acilalanina por estirpes selecionadas de Zygomycetes

1. Problematica

0 meio ambiente é continuamente ameagado por uma vasta gama de compostos
quimicos antropogénicos, nomeadamente pesticidas, com diferentes estruturas moleculares e
diferentes niveis de toxicidade. Estes compostos sdo potencialmente nefastos para os
ecossistemas terrestres e aquaticos, bem como para a sailde humana, devido as propriedades

carcinogénicas e mutagénicas que lhes podem estar associadas.

0 metalaxil [N-(2,6-dimetilfenil)-N-metoxiacetil-DL-alaninato de metilo] é um
importante fungicida da classe das acilalaninas com atividade residual e sistémica no combate
aos fungos da classe Oomycetes, especialmente os pertencentes a ordem Perenosporales,
patogénios de diversas culturas agricolas, tais como Bremia spp., Phythium spp. (trigo, aveia,
cana-de-agucar), Phytophthora sp. (batata, tomate e outros vegetais), Pseudoperonospora
cubensis (meldo, pepino e outros), Peronospora tabacina (tabaco), Sclerospora spp. e
Plasmopara viticola (mildio da videira). Do ponto de vista fisico-quimico o metalaxil é um
composto muito soldvel (7,1 g.L-1 em agua a 25°C), moderadamente volatil e fracamente
adsorvido aos solos (Sukul e Spiteller, 2000). E também muito estavel quando exposto a uma
ampla gama de pH, luz e temperatura, podendo persistir nos solos durante varios meses ou

anos (Sukul e Spiteller, 2001).

No entanto, existem varios problemas resultantes da aplicacdo de pesticidas, como o
metalaxil, no ambiente. Foi demonstrado que a utilizagdo continuada do metalaxil pode afetar
negativamente a biodiversidade do solo e que devido a sua elevada solubilidade pode atingir
aguas superficiais e lengois freaticos, tendo ja sido detetada a sua presenca em aguas de
consumo humano e em alimentos (Hildebrandt et al., 2008). Para além disso, alguns estudos
indicam que o metalaxil apresenta atividade mutagénica, podendo causar altera¢des
cromossémicas em humanos e animais (Hrelia et al, 1996), pelo que se torna cada vez mais

importante encontrar novas técnicas eficazes na remediacdo do metalaxil do meio ambiente.

Mais recentemente, este fungicida tem sido, por vezes substituido pelo metalaxil-M ou
mefenoxam [N-(2,6-dimetilfenil)-N-metoxiacetil-D-alaninato de metilo], o qual contém na sua
composicio apenas o isomero R, enquanto que o metalaxil é composto pela mistura racémica

(Monkiedje et al, 2002).
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Existem poucos estudos sobre a degradacdo do metalaxil e do metalaxil-M no solo,
nomeadamente sobre as vias de degradacdo destes xenobidticos. A sua persisténcia no solo é
muito dependente do tipo de solo, da sua composicio em biomassa e das condicoes
ambientais, e o processo de degradacdo nos solos é um processo essencialmente bidtico, na

maioria dos estudos (Sukul e Spiteller, 2000).

Tendo em conta que o processo de degradacdo de alguns fungicidas no solo é um
processo essencialmente de biodegradacao, a utilizacdo de microrganismos, nomeadamente
de fungos filamentosos, para a biorremediacdo de solos poluidos com pesticidas tem

despertado um interesse crescente do ponto de vista ambiental.

Em estudos anteriores efetuados pelo nosso grupo de trabalho foram isoladas, de um
solo do Alentejo cuja cultura de vinha tinha sido submetida a multiplos tratamentos anuais
com metalaxil, duas estirpes de Zygomycetes, Gongronella sp. CCMI 1100 e Rhizopus stolonifer
CCMI 1104, que apresentaram capacidade para tolerar e degradar metalaxil como fonte de
carbono, em culturas liquidas e no solo. No entanto, ainda ndo se conhece a via de

biodegradacao do metalaxil no solo.

Assim, o presente estudo tem como objetivos: (i) alargar o estudo a varias estirpes de
Zygomycetes, dos géneros Absidia, Circinella, Gongronella, e Rhizopus com vista a sua
identificacdo polifasica, (ii) selecionar estirpes que apresentem capacidade para degradar os
fungicidas metalaxil e metalaxil-M, (iii) proceder a identificagdo de enzimas extracelulares

potencialmente envolvidas no processo de biodegradacdo destes compostos.
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2. Objetivos Cientificos

2.1  Objetivos Gerais

7
0.0

Caraterizar morfologicamente e por técnicas de biologia molecular diferentes estirpes
de Zygomycetes, dos géneros Absidia, Circinella, Gongronella e Rhizopus;

Avaliar a capacidade de crescimento das diferentes estirpes de Zygomycetes na
presenca e elevadas concentracdes dos fungicidas da classe das acilalaninas, Metalaxil e
Metalaxil-M, com vista a seleccionar estirpes resistentes, em meio sélido;

Avaliar a capacidade de biodegradacdo do Metalaxil e Metalaxil-M por estirpes
seleccionadas, em cultura liquida, na presenca de elevadas concentracdes de fungicida.

2.2 Objetivos Especificos

X3

%

X3

%

X3

%

Proceder a caraterizacdo morfoldgica, macroscépica e microscépica das estirpes de
Zygomycetes estudo;

Caraterizar por técnicas de M13-PCR fingerprintting, as diferentes estirpes isoladas;

Realizar um rastreio para avaliacdo do crescimento das estirpes em meio s6lido
contendo fungicida como fonte de carbono e energia (gradiente de concentracido 0 - 100
mg.mL-1), com vista a selecdo das estirpes tolerantes ao Metalaxil e ao Metalaxil-M;

Realizar estudos de degradacdo do Metalaxil pelas estirpes seleccionadas em meio
liquido contendo o fungicida (100 mg.mL-1);

Determinar as taxas especificas de crescimento dos microrganismos selecionados e de
utilizagdo da sacarose nas culturas;

Quantificar por UV-HPLC as concentragdes remanescentes de Metalaxil e Metalaxil-M
nas culturas;

Pesquisar enzimas extracelulares por testes colorimétricos classicos - Teste de Schanel
e Teste de Stanier.
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3. Fundamento Teorico

3.1 OsZygomycetes

Os Zygomycetes (filo Zygomycota) sdo um grupo de fungos filamentosos muito amplo
e bem distribuido na natureza, maioritariamente saprdfitas, decompositores da matéria
organica presente em solos de diversas origens, como por exemplo culturas agroindustriais,

onde podem ser frequentemente encontrados e isolados (Abedinifara et al., 2009).

Macroscopicamente, as colénias dos fungos desta ordem sdo tipicamente de cor
branca, bege ou cinza, tornando-se acastanhadas ao longo do tempo devido ao
desenvolvimento de esporos. Apresentam um crescimento rapido, entre 5 a 8 dias, e quando
inoculadas em meios de cultura adequados podem atingir varios centimetros de altura
(Domsch, et al., 1980). Microscopicamente, os Zygomycetes sdo caraterizados pela formacao
de esporos assexuados (esporangidsporos) e sexuados (zigésporos) (Figura 1), e micélio
vegetativo ausente de septos (cenocitico), exceto para delimitar hifas antigas ou danificadas

ou estruturas reprodutivas nas familias Mucorales e Zoopagales (Benny et al,2001).

Figura 1: Estruturas reprodutoras dos Zygomycetes. a) Esporangidsporos de Rhizopus spp.
b) Zigésporos de Rhizopus spp. (Adaptado de: http://zygomycetes.org)

A edicdo mais recente do Dicionario dos Fungos (Kirk et al, 2008) descreve os
Zygomycetes consistindo em 8 ordens, 32 familias, 124 géneros e 870 espécies. Os fungos da
ordem Mucorales (Schroter, 1893) sdo os mais representativos e mais bem caraterizados da
classe dos Zygomycetes. Esta ordem inclui 12 a 13 familias, 56 géneros e cerca de 300
espécies, nas quais se incluem microrganismos dos géneros Absidia, Circinella, Gongronella e

Rhizopus spp. em estudo neste trabalho de dissertacao.
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3.1.1 Caracterizacdo molecular dos Zygomycetes

As tecnologias de analise molecular de variabilidade do DNA permitem determinar
zonas de referéncia no genoma, denominadas marcadores moleculares. A utilizacdo de
marcadores moleculares para a diferenciacdo das espécies permite abordagens alternativas a

caracterizacdo morfoldgica das espécies flngicas.

Entre as técnicas mais simples de andlise da variabilidade genética que ndo exigem um
conhecimento detalhado do genoma, pode distinguir-se a amplificacdo por PCR de sequéncias
satélites, denominada por MSP-PCR (Microsatellite-Primed PCR). Nas técnicas de MSP-PCR
utilizam-se “primers” dirigidos para sequéncias satélites do DNA. A aplicacdo de “primers”
dirigidos para sequéncias satélites em reacdes de amplificagido por PCR permite a
determinacdo de perfis de bandas que refletem o polimorfismo existente nestas regides de
DNA repetido e a distdncia que as separa entre si (Weising et al.,, 1995). Para tal utiliza-se

apenas um “primer” que pode hibridar em qualquer regido do microssatélite.

Um dos “primers” mais utilizado é o bacteriéfago M13 que apresenta uma sequéncia
que ja foi detetada em multiplas cépias espalhadas no genoma humano (Wyman e White,
1980) e ao ser aplicado a outros eucariotas, como por exemplo aos fungos unicelulares e
filamentosos, demonstrou ter um elevado poder de diferenciagido ao nivel da espécie. Uma das
grandes vantagens da técnica de M13-PCR, relativamente a outras técnicas de andlise
molecular, é a sua elevada reprodutibilidade que resulta da elevada restringéncia a que
decorre a reagdo de PCR pois é dirigida para sequéncias especificas. Para além disso é rapida e
facil de executar e exige quantidades minimas de DNA molde. A nivel taxondémico a técnica de
M13-PCR revela graus favoraveis de polimorfismo e parece ter um grande potencial na
distingdo de espécies e na andlise da variabilidade intraespecifica, sendo considerado um dos

métodos mais sensiveis para diferenciacdo de estirpes.

Para além do MSP-PCR existem outras técnicas de uso corrente na avaliacdo da
diversidade genética, tais como o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), o RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) e o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). A técnica de RAPD baseia-se na amplificacdo aleatéria por PCR, de sequéncias
desconhecidas de DNA utilizando “primers” de sequéncias arbitrarias (Williams et al., 1990).
A técnica de RFLP consiste na obten¢do de cDNA, e tratamento do mesmo com um enzima de

restricdo, seguido de eletroforese para separacdo dos fragmentos de acordo com o peso
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molecular. A técnica de AFLP é uma combinacdo de RFLP e RAPD. A técnica envolve a digestao
de DNA com enzima de restrigdo, conforme requer uma analise de RFLP. Neste caso, porém, o
DNA é digerido com dois tipos de endonucleases gerando fragmentos de diferentes tamanhos.
De seguida adicionam-se “primers” de sequéncias arbitrarias, como na técnica de RAPD. A
reacdo de polimerase em cadeia nestas condicdes amplifica segmentos de DNA ao acaso no

genoma (Zabeau e Vos, 1993).

Uma técnica também muito utilizada para a taxonomia de fungos é a amplificagdo da
regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal (rDNA). A regido ITS estad
localizada entre os genes 18SrDNA e 28SrDNA e pode ser amplificada por oligonucleotideos
iniciadores especificos (Hillis e Dixon, 1991). O ITS é dividido em ITS1, localizado entre os
genes 18S e 0 5.8S, e 0 ITS2, que separa os genes 5.8S e 28S (Hillis e Dixon, 1991; Schlotterer
et al, 1994). Enquanto as regides dos genes ribossomais sao altamente conservadas dentro da
espécie, as regides dos espacadores ITS, por evoluirem mais rapidamente, podem variar
intraespecificamente na sequéncia de bases e no comprimento (Gerbi, 1985), sendo
frequentemente usadas para taxonomia de espécies e géneros (Schlotterer et al, 1994;

Antoniolli et al.,, 2000; Gomes et al., 2002).

Paralelamente outras regides do genoma, nomeadamente SSU rRNA (Small Subunit
ribossomal RNA), LSU rRNA (Large Subunit ribossomal RNA, mas também outros genes (fator
de elongacdo 1-alfa, B-tubulina e/ ou calmodulina) tém sido utilizadas para complementar
essa informacdo. Durante a ultima década estudos sobre a filogenia dos Zygomycetes,
baseados principalmente na comparagdo de SSU rRNA, LSU rRNA, mas também outros genes
(fator de elongagdo 1-alfa [EF-1a]), revelaram as rela¢des entre as oito ordens atualmente
aceites nos Zygomycetes (Nagahama et al., 1995; O'Donnell et al., 1998, 2001; Jensen et al.,
1999; Tanabe et al., 2000; Voigt et al., 1999; Benny et al., 2001).




Estudos de biodegradacao de fungicidas acilalanina por estirpes selecionadas de Zygomycetes

3.1.2 Aplicacdo industrial dos Zygomycetes

Como ja foi referido anteriormente, os Zygomycetes sdo maioritariamente saprofitas,
capazes de assimilar diferentes tipos de nutrientes e de produzir uma grande variedade de
metabolitos secunddrios. Esta carateristica constitui uma vantagem econdémica, uma vez que
estes fungos podem ser cultivados numa grande variedade de substratos, incluindo residuos
agroalimentares, e a biomassa produzida pode ser obtida em larga-escala como matéria-
prima para aplicagdes industriais, tais como a producido de etanol. Por exemplo, espécies
como Mucor indicus e Rhizopus orizae podem ser utilizadas no processo de fermentagdo

alcoolica da casca de arroz para a producao de bioetanol (Abedinifara et al., 2009).

Varios estudos, efetuados com diferentes géneros de Zygomycetes, tém sido realizados
ao longo dos anos. O crescimento celular destes fungos foi estudado em diferentes substratos,
tais como hidrolisados lenhocelulésicos, residuos agroalimentares (casca de arroz, casca de
laranja, melago), aguas residuais de industrias de celulose, entre outros. Estes estudos
permitiram concluir que os Zygomycetes sdo geralmente capazes de metabolizar varias
hexoses e pentoses, como a glucose, a manose e a xilose, bem como alguns dimeros e
oligodimeros destes glicidos, por exemplo a celobiose. O acido latico, o etanol, o glicerol e
algumas enzimas extracelulares tais como celulases e proteases estdo entre os metabolitos
secundarios maioritariamente produzidos pelos Zygomycetes, dependo da estirpe e do

substrato utilizado (Taherzadeh et al., 2009).

Para além disso, a parede celular destes fungos é rica em quitosano, pelo que a biomassa
pode ser processada de modo a separar o citoesqueleto e as proteinas celulares e produzir
compostos com aplicacdo na industria alimentar, como constituintes da ragdo para animais,
na industria farmacéutica, como superabsorventes antibacterianos ou na industria de
tratamento de residuos, para remog¢io de poluentes de dguas residuais (Amorim et al., 2001;

Chatterjee et al., 2005).

Alguns estudos indicam também que certos géneros da classe dos Zygomycetes, por
exemplo Absidia spp. conseguem resistir a concentracdes elevadas de determinados
fungicidas e, simultaneamente, contribuir para a sua degradagdo (Guirad et al., 2003). Tendo
em conta que o processo de degradacdo de alguns fungicidas no solo é um processo
essencialmente de biodegradacdo, a utilizacdo deste tipo de microrganismos para a

bioremediac¢ao de solos poluidos constitui um alvo de estudo em desenvolvimento.
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3.2  Aspetos gerais dos fungicidas

Um fungicida é toda a substdncia ou mistura de substancias quimicas com capacidade
de destruir ou inibir o crescimento de fungos, sendo frequentemente utilizados na protecao

de culturas agricolas contra fungos fitopatogénicos (Hassal, 1990).

Os fungos fitopatogénicos dividem-se, frequentemente, consoante a sua principal via
de infecdo (ar, sementes ou solo), sendo considerados trés grupos principais: fungos que
infetam as partes aéreas das plantas, os que infetam as plantas pela raiz, e ainda aqueles que
se reproduzem nas sementes das plantas. Um dos principais problemas associados ao
controlo destes microrganismos relaciona-se com a grande facilidade que os micélios
possuem para se regenerar a partir de algumas hifas e a resisténcia devido a formacao de

estruturas como esporos e clamiddésporos (Hassal, 1990; Cremlyn, 1991).

Consoante o seu processo de interacdo com os agentes fitopatogénicos, os fungicidas

podem ser divididos em dois tipos:

i. Fungicidas sistémicos: aplicados na superficie das plantas, penetram na planta e sao
translocados no sistema vascular. Distribuem-se nos tecidos onde permanecem
durante periodos variaveis e ai atuam sobre certos organismos. Exemplo: produtos a

base de metalaxil.

ii. Fungicidas ndo sistémicos ou de contato: aplicados na superficie das plantas, tém
acao preventiva, impedem a germinacao dos esporos ou evitam a contaminacdo das

plantas pelo fungo. Exemplo: produtos a base de cobre, ditiocarbamatos, ftalimidas.

Os fungicidas sistémicos sdo diretamente absorvidos pelas plantas, quer através das
raizes, quer através das folhas, e sdo transportados pelo xilema e pelo floema até ao local de
acdo. Como penetram no interior dos tecidos este tipo de fungicidas é muito eficaz na
erradicacdo da doenga, no entanto, se ndo forem muito especificos podem afetar

irreparavelmente o crescimento da planta.

Os fungicidas nao sistémicos por seu lado, tém predominantemente uma ag¢io por
contato, quando depositados na superficie da planta, conferem protecdo inibindo o
crescimento microbiano, limitando a producdo de estruturas reprodutoras e evitando a

germinagdo dos esporos. Esta acdo retarda ou previne a doeng¢a, no entanto, a maioria destes
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compostos sdo mais eficazes antes do inicio da infe¢do da planta. Os fungicidas ndo sistémicos
devem possuir um certo grau de persisténcia e a maioria deles sdo insoliveis em agua para

evitar que sejam facilmente arrastados pela chuva (Hassal, 1990; Cremlyn, 1991).

Geralmente, obtém-se melhores resultados quando se associa um fungicida sistémico
a um fungicida de contato, sendo bastante frequente o recurso a associa¢cdes de compostos. As
associagdes de fungicidas tém a vantagem de alargar o espetro de acdo dos fungicidas e,
simultaneamente, de diminuir ou até mesmo de evitar a capacidade de adaptacdo de estirpes

fangicas (Cremlyn, 1991).

3.2.1 Propriedades fisico-quimicas dos fungicidas

Com base na sua origem ou grupo quimico os fungicidas podem classificar-se em:

i. Inorganicos: onde se incluem os fungicidas com base em arsénio (arsenito de sédio),

cobre (oxicloreto e sulfato de cobre) ou enxofre.

ii. Organicos ou sintéticos: agrupados em familias de acordo com a sua estrutura
quimica. Entre os fungicidas organicos sintéticos mais utilizados hoje em dia
encontram-se os benzimidazoles, as dicarboximidas, os triazoles, as pirimidinas e as

fenilamidas, entre outros.

Os fungicidas da familia das fenilamidas sdo comercializados desde 1978 e incluem
varias substancias ativas pertencentes a trés classes principais: as acilalaninas (Ex: benalaxil,
benalaxil-M, furalaxil, metalaxil e metalaxil-M), as oxazolidinonas (Ex: oxadixil) e as
butirolactonas (Ex: ofuracae). Destas substancias ativas destacam-se os fungicidas
acilalaninas, metalaxil e metalaxil-M, que serdo o objeto de estudo deste trabalho de

dissertacao.

0 metalaxil [N-(2,6-dimetilfenil)-N-metoxiacetil-DL-alaninato de metilo] é um
importante fungicida acilalanina com atividade residual e sistémica no combate aos fungos da
classe Oomycetes, especialmente os pertencentes a ordem Perenosporales, patogénios de
diversas culturas agricolas, tais como Bremia spp., Phythium spp. (trigo, aveia, cana-de-
acucar), Phytophthora spp. (batata, tomate e outros vegetais), Pseudoperonospora cubensis
(meldo, pepino e outros), Peronospora tabacina (tabaco), Sclerospora spp. e Plasmopara

viticola (mildio da videira).
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Do ponto de vista fisico-quimico o metalaxil € um composto muito solivel em agua,
moderadamente volatil e fracamente adsorvido aos solos (Sukul et al, 2000). E também muito
estavel quando exposto a uma ampla gama de pH, luz e temperatura, podendo persistir nos

solos durante varios meses ou anos (Sukul et al,, 2000; Sukul et al, 2001).

No entanto, existem varios problemas resultantes da aplicacdo de pesticidas, como o
metalaxil, no ambiente. Foi demonstrado que a utilizacdo continuada do metalaxil pode afetar
negativamente a biodiversidade do solo e que devido a sua elevada solubilidade pode atingir
aguas superficiais e lencois freaticos, tendo ja sido detetada a sua presenca em aguas de
consumo humano e em alimentos (Hildebrandt et al., 2008). Para além disso, alguns estudos
indicam que o metalaxil apresenta atividade mutagénica, podendo causar altera¢des
cromossOmicas em humanos e animais (Hrelia et al, 1996), pelo que se torna cada vez mais

importante encontrar novas técnicas eficazes na remediacdo do metalaxil do meio ambiente.

Este fungicida é comercializado como uma mistura racémica de enantiomeros R e S
(Figura 2) sendo que o enantiomero R, metalaxil-M ou Mefenoxam, também pode ser

encontrado na forma pura (Sukul et al., 2000; Tomlin, 2009).

o 7 v

CHy O — CHy
1]

Figura 2: Estrutura dos enantiomeros S (a) e R (b) do Metalaxil. (Adaptado de: Monkiedje et al., 2005)

Alguns autores defendem que o metalaxil-M fornece o mesmo nivel de eficacia que o
metalaxil para metade da taxa de aplicagdo, pelo que a substituicdo pelo isomero R poderia
contribuir significativamente para a reducdo dos riscos ambientais associados a utilizacdo do
metalaxil (Nunninger et al, 1996). As caracteristicas fisico-quimicas destes compostos estdo

representadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas do metalaxil e do metalaxil-M (Adaptado de: FAO, 1996)

Nome IUPAC Metil N-(metoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-DL-alaninato
CAS Metil N-(2,6-dimetilfenil)-N-metoxiacetil-DL-alaninato

Classe quimica Acilalanina

Foérmula molecular C1sH21NO4

Massa molecular 279,34 g.mol!

Densidade (20 2C) 1,20 g.cm3 1,125 g.cm3

Ponto de fusao 71-72¢C *

Ponto de ebulicao 295,9 °C *

Pressao de vapor (25 2C) 75x 105 Pa 3,3x103Pa

Coeficiente de particdo

octanol-agua (25 2C) L7 L7

Solubilidade em agua (25 2C) 7,1glt 26 gl1
*Indeterminado devido a decomposi¢ao térmica

No entanto, existem poucos estudos sobre a degradacdo do metalaxil e do metalaxil-M
no solo, nomeadamente sobre as vias de degradacio destes xenobiéticos. Para além das suas
propriedades fisico-quimicas, a distribuicdo e persisténcia dos fungicidas no ambiente é muito
dependente do tipo de solo, da sua composicdo em biomassa e das condicdes ambientais, pelo

que estudos adicionais sdo necessarios para responder a esta questao.

3.2.2 Mecanismos de agdo dos fungicidas

0 modo de agdo diz respeito a atuacdo fisiologica e bioquimica dos fungicidas no
metabolismo celular do fungo patogénico. O conhecimento destes mecanismos é fundamental
para compreender fendmenos como a resisténcia. A aplicacdo excessiva de fungicidas levou a
formacdo de varias estirpes resistentes, pelo que é cada vez mais importante a utilizacdo

cuidada destes produtos fitossanitarios (Krieger, 2010).

Muitos fungicidas com diferentes mecanismos de ac¢do foram desenvolvidos e
comercializados nas ultimas décadas. A sua acdo contra os agentes fitopatogénicos pode

manifestar-se a varios niveis, nomeadamente:
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i. Inibicdo dos processos bioquimicos dos fungos, tais como a biossintese de acidos
nucleicos, aminoacidos ou de proteinas, ou ainda inibicdo da biossintese de lipidos,

nomeadamente de estero6ides e acidos gordos;

ii. Perturbagdes do metabolismo energético, tais como inibi¢do da glicdlise, do ciclo dos

acidos tricarboxilicos, da cadeia transportadora de eletrdes ou da fosforilacdo oxidativa;

iii. Inibicdo da divisao celular ou destruicdo das estruturas celulares, nomeadamente
por atrofia do crescimento das hifas e inibicdo da formacdo de estruturas produtoras de

esporos.

Alguns dos fungicidas atualmente mais utilizados sdo inibidores da biossintese de
esterdides (triazdis e derivados da morfolina), inibidores da sintese proteica (ftalimidas) ou
da biossintese dos acidos nucleicos, como as acilalaninas que inibem a sintese do RNA e os
benzimidazdis que foram inicialmente considerados como inibidores da sintese do DNA e
posteriormente, como inibidores da formacdo dos microtibulos nas células eucariotas

(Kaneko et al.,, 1995).

0 metalaxil e o metalaxil-M possuem propriedades sistémicas e atuam por inibicdo da
biossintese do RNA ribossomal dos fungos da ordem Perenosporales. A sua eficacia resulta da
inibicdo especifica da RNA polimerase-1 e da inibicdo da ligacdo da uridina no rRNA por

interferéncia ao nivel da transcri¢do (Brantner e Windels, 1998).

Apesar do modo de agdo primario destes fungicidas parecer ser a inibicdo da sintese
do RNA ribossomal, estes também intervém no processo de esporulagdo dos fungos
fitopatogénicos. Estudos efetuados durante o processo de germinacdo de Plasmopara viticola
mostraram que o metalaxil parece interferir com os processos de formag¢ao e matura¢do dos
zoo6sporos (Madden e Ellis, 2000). Estudos efetuados em Phytophthora sp. mostraram que o
metalaxil impede o crescimento do micélio com inibi¢do da formagdo do esporangio e que, por
vezes, reduz a duracdo da mobilidade do zodsporo, reduzindo a dispersao e a sua capacidade

de germinagdo (Matheron e Porchas, 2000).
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3.3 Metabolismo e toxicidade dos fungicidas

Os fungicidas, tal como a maioria dos xenobiéticos aplicados nos ecossistemas, podem
ser mais ou menos toxicos para os seres vivos (animais, plantas e microrganismos) consoante

as suas capacidades de absor¢do, biotransformacao e/ou excrecao.

3.3.1 Metabolismo e toxicidade dos fungicidas nos animais

Os organismos animais possuem um conjunto de processos bioquimicos que permitem
a conversdo de compostos lipofilicos em compostos mais polares e, portanto mais facilmente

excretaveis, sendo estes processos conhecidos como biotransformacao.

As principais reacées de biotransformacio dos xenobidticos, nos mamiferos sio

normalmente divididas em dois grandes grupos:

i. Reacdes de fase I: convertem, geralmente, os xenobidticos em derivados
hidrossoluveis através de reacdes de oxidacdo, de reducdo e de hidrdlise. Na fase |
atuam, principalmente, dois sistemas oxidativos: o sistema citocromo P-450 (também
conhecido por sistema monoxigenase de funcdo mista) e o sistema amina-oxidase de
funcdo mista (ou sistema flavina-monoxigenase), que catalisam um grande ndimero de

reagdes importantes para a biotransformacao dos fungicidas.

ii. Reacbes de fase II: sdo reagdes biossintéticas onde o xenobidtico e/ou o seu
metabolito derivado da fase I é ligado covalentemente a uma molécula enddgena (Ex.
acido glucuroénico, ido sulfato proveniente de um substrato endégeno, aminoacidos ou

glutationo) formando um conjugado.

No meio terrestre, os fungicidas podem ser téxicos para outros animais para além dos
mamiferos, nomeadamente, para algumas aves e insetos. Na maioria dos casos, as doses
utilizadas para fins agricolas ndo afetam diretamente as aves mas podem ser téxicos para
alguns insetos, principalmente na forma de larva, e por esta razao, colocar em risco o
fendmeno da polinizagdo (James, 1998). Os organismos aquaticos também podem ser
expostos aos residuos dos fungicidas, embora geralmente por contaminagdo indireta, por
exemplo drenagem a partir de campos agricolas, escoamentos de efluentes industriais, entre

outros (Rand e Petrocelli, 1985).
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0 metalaxil pode ser biotransformado pelos seres vivos com formagdo de um grande
ndmero de metabolitos. Segundo Kaneko et al. (1995), os trés percursos principais propostos

para a degradacao do metalaxil nos animais sdo os seguintes:

(1) Hidrolise do grupo metil-éster seguido da oxidacdo do alcool resultante, hidrélise do

grupo metil-éster ou N-desalquilacdo da cadeia éster.

(2) Oxidacao do grupo metilo do anel benzénico com formacdo do alcool benzilico ou a

hidroélise do éster.

(3) Hidroélise do éster de metilo, seguida da N-desalquilagdo e conjugacdo com o acido

glucorénico.

A Figura 3 exemplifica o percurso metabdlico do metalaxil em ratos, proposto pela
Environmental Protection Agency (EPA), pela Food and Agriculture Organization (FAO) e pela
World Health Organization (WHO). Estudos farmacocinéticos efetuados em ratos, machos e
fémeas Sprague-Dawley, apds a administracdo de uma dose tnica por via intravenosa (1
mg.Kg1), de uma dose Unica baixa por via oral (1 mg.Kg1) de uma dose dnica elevada por via
oral (200 mg.Kg1) ou doses orais repetidas (1 mg.Kg! durante 14 dias), mostraram que a via
urindria foi a principal via de eliminacdo para os ratos fémeas, e a via fecal para os ratos
machos (EPA, 1994). Apds a administracdo de metalaxil marcado (27,8 mg.kg!) por via oral,
em ratos fémeas, verificou-se que ao fim de 48 horas cerca de 58% da reatividade foi
excretada pela urina e 32% pelas fezes. Os principais metabolitos excretados por ambos os

sistemas foram as formas livres e os conjugados glucorénicos (FAO/WHO, 1996).

Em relacdo a toxicidade o metalaxil é classificado pela EPA como um composto pouco
toxico para mamiferos, aves e peixes (categoria toxicolégica III) quando aplicado dentro das
concentracdes permitidas (Extoxnet, 1996). Apesar de apresentar toxicidade aguda moderada
em estudos efetuados em ratos por via oral (DLso 669 mg.Kg1) e dérmica (DLso superior a
3100 mg.Kg1), estudos de toxicidade crénica efetuados em ratos e cies revelaram que o
metalaxil pode provocar sérias alteragdes celulares a nivel hepatico nestes animais (EPA
1994; Extoxnet, 1996). Num estudo de toxicidade subcrénica em ratos expostos a doses de 2,5
mg.Kg.dia-l, observou-se a reducdo do apetite e o aumento das células do figado (Extoxnet,
1996). Um estudo de toxicidade crénica efetuado em caes mostrou que a administracdo deste
fungicida conduz a um aumento nos niveis de fosfatase alcalina no sangue e a um aumento nas

razdes de massa entre o figado e o cérebro dos animais (EPA, 1994).
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Figura 3: Percurso metabdlico proposto pela EPA para a degradacao do metalaxil e metalaxil-M em ratos.
(Adaptado de: http://www.inchem.org)

Apesar de a EPA ter classificado o metalaxil, como pertencendo ao grupo E ou seja um
pesticida que ndo evidencia efeitos carcinogénicos (Tabela 2), alguns estudos revelaram que
o metalaxil pode provocar efeitos genotdxicos e mutagénicos (Perocco et al,, 1995; Hrélia et
al., 1996; Paolini et al., 1996). Um estudo in vitro efetuado por Perocco et al. (1995) sugere
que o metalaxil pode ter atividade promotora da carcinogénese. Neste estudo, analisaram-se
os efeitos citotdxicos do metalaxil e as propriedades transformantes num teste in vitro com
células BALB/c 3T3 tendo sido observada a indugio da transformagio das células em estudo

na presenca de biocadivagido pelos sobrenadantes p6s-mitocondrial.

Outros estudos mostraram que, apesar de nao ter evidenciado efeitos mutagénicos nos
testes de genotoxicidade efetuados em ratinho Swiss, o metalaxil apresentou resultados
positivos num teste de aberragdo cromossomica, in vitro, em leucécitos humanos, sendo o tipo
dominante de aberracdo a quebra do cromatideo (Hrélia et al, 1996). As aberracdes

cromossémicas podem indicar alteracdes na homeostase celular que sdo importantes na
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instabilidade do genoma (interferéncia na sintese ou na condensacdo do DNA), podendo as
lesdes detetadas resultar da interacdo electrofilica do metalaxil com o DNA. Noutros estudos,
também se verificou que o metalaxil pode induzir lesées no DNA diretamente através da
sobreposicdo de radicais de oxigénio ou indiretamente através do aumento da ativagdo de

compostos pré-carcinogénicos (Paolini et al., 1996).

Tabela 2: Classificagdo do potencial carcinogénico dos pesticidas (Adaptado de: EPA, 1994)

Categoria Descricao
A carcinogéneo humano
B provavel carcinogéneo humano
C possivel carcinogéneo humano
D nao classificavel
E nao carcinogéneo

3.3.2 Metabolismo e toxicidade dos fungicidas nas plantas

Como ja foi referido anteriormente, o metalaxil € um fungicida sistémico que é
absorvido pelas plantas através das folhas e do caule (aplicacdo foliar) ou através das raizes e
tubérculos (aplicagcdo no solo) e é transportado para varios locais da planta onde possa
exercer a sua agao contra o fitopatogénico e erradicar a doenga. Estudos efetuados em varias
culturas mostraram que o metalaxil é absorvido, sofre translocacdo e é extensivamente

biotransformado pelas plantas (EPA, 1994).

As diferentes reacoes de transformacdo do metalaxil nas plantas envolvem:

(1) Hidrolise das ligagdes metil-éster e metil-éter e formacdo do derivado do alcool

benzilico.

(2) Oxidacao do grupo metilo ligado ao anel benzénico e formacdo do alcool benzilico

derivado.

(3) Hidroxilacdo do anel benzénico e N-desalquilagdo, com posterior conjugacdo destes

metabolitos com compostos enddgenos, como por exemplo a glucose.

Estas reacdes estao representadas na Figura 4.
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Figura 4: Produtos da degradagao do metalaxil e do metalaxil-M detetados em plantas.

(Adaptado de: http://www.inchem.org)

A maioria dos derivados do metalaxil foi encontrada em folhas e rebentos de plantas,
no entanto, os metabolitos formados parecem variar com o tipo de cultura (Cole e Owen,
1987). Assim, por exemplo, o produto resultante da oxidagdo do grupo metilo ligado ao anel
benzénico com formacdo de N-(2-hidroximetil)-6-metilfenil)-N-metoxiacetilalaninato de
metilo foi o residuo predominante detetado em suspensoes celulares de culturas de vinha no
estudo efetuado por Cole e Owen (1987). Um outro estudo efetuado em uvas refere que cerca

de 60% do residuo dos compostos derivados continha dimetilanilina (FAO, 1996).

Segundo Navarro et al., (2001) apés a aplicacdo de metalaxil, na cultura de vinha, nas
doses recomendadas, a dissipacdo do metalaxil foi de 89% ao fim de 28 dias, tendo sido

encontrado residuos de uvas de 0,1 mg/Kg de metalaxil. E importante salientar que quando o
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prazo de tolerancia exigido apés a aplicacdo do fungicida nao é respeitado, os residuos dos
fungicidas podem passar para os alimentos e seus derivados e causar graves riscos para a
saude publica. O Decreto-Lei 215/2001 de 2 de Agosto baseado na diretiva comunitaria
2000/42/EC estabelece que os niveis maximos de residuos de metalaxil permitidos em
Portugal para as culturas de uva, por exemplo, sdo de 2 mg/Kg nas uvas de mesa e de 1 mg/kg

nas uvas para a producdo de vinho.
3.3.3 Metabolismo e toxicidade dos fungicidas nos microrganismos

Com o desenvolvimento da industria dos produtos fitofarmacéuticos, os fungicidas
tendem a ser cada vez mais especificos para os agentes patogénicos, no entanto, muitos destes
produtos quimicos podem ser toéxicos para alguns microrganismos importantes dos
ecossistemas terrestres e aquaticos. Apesar de uma parte da populacdo microbiana existente
nestes ecossistemas poder desenvolver mecanismos para os biodegradar, em concentracgdes
relativamente elevadas alguns fungicidas poderdo inibir o crescimento desses

microrganismos aumentando a sua persisténcia no ambiente (Novak et al., 1995).

Alguns estudos de toxicidade referem que a aplicacdo de fungicidas sulfurados no solo,
como por exemplo o folpete, causam um elevado efeito inibitério na atividade da urease e na
nitrificacdo do azoto nos solos e que alguns fungicidas nido sulfurados, como o metalaxil,
quando aplicados em doses elevadas também podem provocar estes efeitos (Martens e
Bremner, 1997). Segundo Monkiédjé et al. (2000), a dose e a frequéncia de aplicagdo estdo
correlacionadas com a toxicidade que os fungicidas poderdo exercer sobre os
microrganismos. Para estes autores, a aplicacdo de baixas concentracdes de metalaxil
estimularam o crescimento de bactérias fixadoras de azoto enquanto que a utilizacao de altas

concentragdes inibiram o processo de nitrificacao.

Existem poucos estudos sobre a degradacdo do metalaxil e do metalaxil-M no solo. No
entanto, o seu processo de degradagdo nos solos parecer ser um processo essencialmente
biético e dependente do tipo, composicdo e flora microbiana do solo (Sharon e Edgington,
1982). A exposicdo prévia ao metalaxil também parece influenciar o processo de
biodegradacdo. Estudos efetuados em solos submetidos a tratamentos anteriores com
metalaxil referem que estes apresentaram maior capacidade para o degradar do que solos
similares sem exposicdo prévia ao fungicida, parecendo estar sujeito a um processo de

biodegradacao facilitada (Bailey e Coffey, 1985).
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Todavia, 0 mecanismo de degradacao do metalaxil no solo nao esta ainda esclarecido.
Os possiveis intermedidrios formados no processo de degradacdo do metalaxil no solo,

descritos na bibliografia, sdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5: Possiveis intermediarios formados no processo de degrada¢do do metalaxil e do metalaxil-M no solo.

(Adaptado de: http://www.inchem.org)

Alguns estudos referem que o principal composto formado apds a aplicacdo do
metalaxil nos solos foi o seu derivado acido ou N-2,6-dimetilfenil-N-metoxiacetilalanina
(percurso (1) da Figura 7) que pode ser posteriormente mineralizado em CO; (Bailey e
Coffey, 1986). Um outro estudo de degradacdo do metalaxil refere que o composto que foi
predominantemente encontrado nos solos foi o derivado formado por hidroxilagdo do grupo
metilo ligado ao anel benzénico (percurso (2) da Figura 7), posteriormente mineralizado em

CO2 (Wang et al, 1995).

Como o processo de degradacdo do metalaxil nos solos sugere ser um processo
essencialmente bidtico, a utilizacdo de microrganismos, nomeadamente de fungos
filamentosos, para a biorremediacao de solos poluidos tem despertado um interesse

crescente do ponto de vista ambiental.
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3.4 Biodegradacao e biorremediacao de fungicidas

As comunidades microbianas desempenham um papel significativo nas
transformacgdes dos pesticidas: bactérias e fungos sdo os principais intervenientes no
processo de degradacao dos pesticidas no solo e dos seus metabolitos (Chen e Mulchandani,
1998). Alguns trabalhos referem a utilizacdo dos microrganismos para degradar pesticidas em
biorreator ou in situ (Newcombe e Crowley, 1999). A biodegradacao facilitada in situ tem sido
utilizada para a remediacdo de locais contaminados com halogenetos alifaticos, pesticidas

clorados, compostos nitroaromaticos e aromaticos policiclicos (Bollag e Bollag, 1995).

Os fungos apresentam uma maior capacidade de degradar in situ os poluentes
organicos no solo do que as bactérias devido ao seu tipo de crescimento filamentoso que lhes
confere uma maior propagacdo no solo e aumento da sua biomassa, permitindo aplica-los com
sucesso nos processos de biorremediacdo do solo (Glaser e Lamar, 1995). Certos fungos sao
conhecidos pela sua diversidade e capacidade para degradar materiais naturais complexos e
persistentes. Os fungos da podriddo branca, normalmente denominados “White rot fungi”,
pertencentes ao grupo dos Basidiomycetes tém a capacidade para degradar lenhina e
possuem um sistema de peroxidases extracelulares que, conjuntamente com o peréxido de
hidrogénio produzido pelo fungo, catalisam a degradacdo de um grande numero de
compostos organicos, incluindo hidrocarbonetos poliaromaticos, pentaclorofenol e muitas
classes de pesticidas (Novotny et al, 2004). No entanto, nem sempre ha correlacido entre a
capacidade que alguns destes fungos possuem para degradar a lenhina e a capacidade que

apresentam para degradar alguns pesticidas (Bending et al., 2002).

Para além deste grupo de fungos, tém sido referidos na bibliografia, fungos
pertencentes a outras classes que apresentam capacidade para degradar poluentes organicos,
em particular, fungicidas, incluindo alguns fungos pertencentes aos Zygomycetes, como
Cuningamella elegans e Sycephalatrum racemosum (Zheng et al., 1989). Os Zygomycetes sao
microrganismos muito atrativos para a biorremediacdo de solos poluidos por diversos
motivos. Sdo organismos ubiquos nos ecossistemas terrestres e podem crescer com recurso a
substratos baratos, tais como os residuos de culturas agricolas, que podem ser facilmente
adicionados como nutrientes no local contaminado (Abedinifara et al., 2009). Sendo fungos
filamentosos, podem atingir os poluentes do solo de maneira que as bactérias ndo podem.
Com efeito, estes crescem por extensdo das hifas que se disseminam no solo com o

crescimento (Glaser e Lamar, 1995). Possuem um sistema de enzimas extracelulares
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capazes de oxidar varios poluentes ambientais, incluindo pesticidas aromaticos, como por
exemplo, o metalaxil (Giafrenda et al, 2004) e os enzimas-chave para o processo de
degradacdo, sdo principalmente de natureza constitutiva. Este recurso evita que organismos
produtores sofram adaptacao metabdlica ao composto a ser degradado. Para além disso estes
enzimas sdo normalmente expressos sob condi¢des deficientes em nutrientes, muito comuns

em solos contaminados (Cameron et al., 2000).

3.4.1 Sistemas enzimdticos envolvidos nos processos de biorremediagdo

Os enzimas extracelulares medeiam a degradagcdo, a transformacio e a
mineralizacdo da matéria organica do solo. A atividade enzimatica de celulases, fosfatases e
outras hidrolases tem recebido um estudo extensivo ao longo dos anos e em muitos casos, as
suas relacdes estequiométricas e respetivos mecanismos bioquimicos estdo bem
estabelecidos. Em contraste, a atividade enzimatica das fenoloxidases e peroxidases foram
apenas avaliadas num pequeno conjunto de estudos de enzimas do solo (Sannino et al, 2001;

Sinsabaugh et al., 2010; Sukul, 2006).

Dentro da literatura da bioquimica do solo, os enzimas que oxidam compostos
fendlicos na presenca de oxigénio sdo muitas vezes denominados em relacdo ao termo
genérico fenoloxidases (Baldrian, 2006). A Comissdo de Enzimas da IUPAC classifica estes

enzimas em duas classes principais:

i. Oxidorredutases (EC 1.10.3): incluem os enzimas que utilizam o oxigénio como
aceitador de eletroes. Dentro deste grupo destacam-se as o-difenol: oxigénio
oxidorredutases (EC 1.10.3.1), que incluem muitos enzimas descritos como
tirosinases ou catecol oxidases, e as p-difenol: oxigénio oxidorredutases (EC
1.10.3.2), que incluem as lacases. No entanto, segundo a bibliografia, os Zygomycetes

ndo tem a capacidade de produzir lacases (Sinsabaugh, 2010).

ii. Dioxigenases (EC 1.13.11): incluem os enzimas que incorporam dois dtomos de
oxigénio no seu substrato, por exemplo as catecol dioxigenases (EC 1.13.11.12) que
catalisam a adicdo dos dois atomos de oxigénio molecular diretamente na molécula de
catecol e seus derivados com subsequente clivagem do anel aromatico. As catecol
dioxigenases podem ainda ser classificadas, de acordo com a localizacao do local de
clivagem, em intra-diol, por exemplo a catecol 1,2-dioxigenase (EC 1.13.11.12.1) ou

extra-diol, por exemplo a catecol 2,3-dioxigenase (EC 1.13.11.12.2).
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As peroxidases (EC 1.11.1) incluem os enzimas que catalisam reag¢des de oxidacao na
presenca de peroéxido de hidrogénio (H202). No solo, os fungos produzem maioritariamente
manganés peroxidases (EC 1.11.1.3), lenhina peroxidases (EC 1.11.1.14) e um amplo
espectro de outras peroxidases nao especificas (EC 1.11.17) que também podem intervir no
processo de degradag¢do dos compostos fenélicos. Este processo pode ainda ser refor¢ado pela
acao cooperativa de diversos enzimas acessérios, podendo-se incluir as desidrogenases (EC
1.1.1), as hidroélases (EC 3.1) e as hidroxilases (EC 1.14), nomeadamente a fenol

hidroxilase (EC 1.14.12.3), enzima-chave na degradacao do fenol em catecol.

Na Figura 6 esta proposto um esquema de degradacio dos compostos fenoélicos por

parte de alguns enzimas extracelulares aqui descritos:

OH
» Radical fenoxil
Fenaol
NADH
o, H,0, H,0
H+
NAD*
H,0
CH
ioH
Catecol
0, 0,
cis,cis-muconato Semialdeido 2-hidroximucoénico
H H*
0,
H,0
4

p-benzoquinona

Figura 6: Diagrama esquematico da degradac¢do de compostos fendlicos pelo sistema enzimatico extracelular das
fenoloxidases. (Adaptado de: http://biocyc.org)
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4. Materiais e Métodos

4.1 Selecao e caraterizacgao de estirpes de Zygomycetes

Os Zygomycetes em estudo neste trabalho de dissertacdo pertencem a ordem
Mucorales e dividem-se entre os géneros Absidia, Circinella, Gongronella e Rhizopus spp. As
estirpes de R. stolonifer CCMI 1005 e Gongronella sp. CCMI 1000 foram isoladas do solo e
depositadas na cole¢do de culturas nacional CCMI. A semelhanca das anteriores, as estirpes de
Rhizopus stolonifer Rid. CCMI 1005 e Gongronella. sp. Rid CCMI 1001, previamente adaptadas
ao crescimento em meios enriquecidos com fungicida comercial, também foram depositadas
na colegdo de culturas nacional CCMI. As estirpes de G. lacryspora ATCC 244.12 e G. butleri
ATCC 8989 foram adquiridas a colecdo de culturas americana ATCC. As restantes estirpes em

estudo foram gentilmente cedidas pela cole¢do de culturas europeia CBS.
4.1.1 Caraterizagdo morfoldgica, macroscépica e microscopica, das estirpes em estudo

As estirpes fungicas isoladas foram identificadas por observacdo macroscopica das
colénias em PDA e por observagdo microscopica das estruturas vegetativas e reprodutoras,
utilizando-se chaves taxonémicas adequadas. Estas culturas foram posteriormente repicadas
para tubos de ensaio contendo meio PDA inclinado e, apds incubacdo a 25 2C durante 5 a 7
dias, conservadas a temperatura de 4 °C, sendo efetuadas repicagens periddicas para

manuten¢do das mesmas.

4.1.2 Caraterizag¢do molecular das estirpes isoladas por M13-PCR

4.1.2.1 Extracdo do DNA genémico

Apos o crescimento flngico em meio sélido PDA, 25 °C, 5 a 7 dias, o micélio foi
recolhido e transferido para um almofariz, no qual foi triturado. Recolheu-se
aproximadamente 1 g de biomassa e a lise celular foi efetuada por ressuspensdo das células
em 700 pL de tampdo de lise pH 8, num microtubo de 2 mL e adicionando 300 pL de
microesferas (425-600 um de didmetro). As células foram agitadas no vortex a velocidade
maxima, em ciclos de 30 segundos no gelo seguido de 30 segundos no vortex, durante 3
minutos. A suspensdo foi incubada a 65 2C durante 1 hora, periodo apds o qual as células
foram novamente agitadas no vortex e, posteriormente centrifugadas a 14 000 rpm, durante

10 minutos, a 4 2C. O sobrenadante foi recolhido para outro microtubo de 2 mL e
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adicionaram-se 700 pL de solugao padrao de TE com RNase na concentracdo de 50 pg.mL-! de
modo a solubilizar os 4cidos nucleicos da amostra. Os microtubos foram incubados em banho
de agua a 37 ©C, durante 1 hora e, posteriormente, foram adicionados 500 pL da mistura

cloroférmio:alcool isoamilico (24:1).

Ap6s a mistura das fases por inversdo, procedeu-se a nova centrifugacdo a 10 000
rpm, durante 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido para um novo microtubo de 2 mL e
adicionado tampao acetato de sédio 3 M pH 5.2, na propor¢do de 1:10 do volume obtido e
misturado por inversdo. Adicionaram-se 2,5 volumes de etanol absoluto frio (-20 2C) e a
mistura foi homogeneizada por inversao. A mistura foi centrifugada a 13 000 rpm durante 15
minutos, o sobrenadante foi decantado e o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 70%
(v/v) e centrifugado a 10 000 rpm durante 10 minutos, retirar o maximo de sobrenadante,
colocar novamente na centrifuga. Apos secagem na estufa, entre 30 e 37 °C, durante 5 a 10
minutos, o0 DNA foi solubilizado em 0,1 mL de tampao de extracdo (TE) e guardado a -4 °C. A
fim de minimizar os riscos de contaminacdo do DNA, todas as amostras foram preparadas em
ambiente estéril, utilizando material adequado. Todas as amostras foram efetuadas em

duplicado (Guimaraes et al., 2011).

4.1.2.2 Andlise por M13-PCR fingerprintting

A amplificacdo das amostras de DNA foi efetuada por MSP-PCR (Microsatellite Primed
- PCR) tendo sido utilizado como oligonucleétido iniciador um “primer” designado por M13.
Este “primer” é um micro satélite especifico derivado da sequéncia do fago M13 com 15 pares

de bases (pb): 5'- GAG GGT GGC GGT TCT- 3' (Meyer et al., 1991).

Na reacdo de amplificagdo, o DNA gendémico a analisar (25 ng.pL1) foi incubado com
uma mistura de reagdo constituida por: 2,5 pL de tampao de reagdo (10x) contendo 20 mM de
MgClz; 2,5 pL da mistura de dNTPs, contendo 2 mM de dATP, dTTP, dCTP, dGTP; 1 pL de
“primer” M13, 50 pM; 1 Unidade de Taq DNA polimerase; Agua ultrapura esterilizada, para
um volume total de 25 pL. Todas as amostras e reagentes utilizados neste
procedimento foram mantidos em gelo durante a preparagao das reacdes, de modo a reduzir o
risco de degradagdo do DNA, inativacdo enzimatica ou reacdes de amplificacdo nao-
especificas. Simultaneamente as reagdes de PCR foi preparado um controlo negativo (branco),

em que o DNA foi substituido por dgua ultrapura esterilizada, indicativo de ndo contaminacio.
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Procedeu-se a amplificagdo das amostras e do branco num termociclador (M] Mini,
Bio-Rad). O programa de amplificacdo compreende, ap6s um periodo de desnaturacao de 5
minutos a 94°2C, um conjunto de 40 ciclos de 30 segundos com a seguinte estrutura: a)
desnaturagdo - 1 min. a 94 °C; b) annealing - 1 min. a 50 2C; c) extensdo - 2 min. a 72 2C, aos
quais se segue um periodo de extensao final de 6 minutos a 72 2C.. Os produtos de PCR foram
guardados a 4 °C e visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,2%, a 90 V, durante 3

horas.
4.1.2.3 Avaliagdo dos fragmentos de PCR por eletroforese em gel

Os fragmentos amplificados por MSP-PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,2% em TBE (0,5x), no qual foi incorporado brometo de etidio (10 mg.mL1). Os
géis foram carregados com 8 uL de amostra de DNA amplificado adicionada de 2 pL de
solucdo corante stock (6x). Como marcador de peso molecular utilizou-se o padrao de DNA
100 bp Plus (Fermentas) com a concentracao de 0,5 mg de DNA por mL diluido de 1/10 com
solucdo corante (1x). O gel foi submetido a uma voltagem de 90 V durante 3 horas. Apos a
corrida eletroforética o gel foi observado sob luz ultravioleta a 366 nm utilizando uma cdmara
de U.V Gel Doc™ (Bio-Rad) e a imagem foi integrada com recurso ao sistema Image Lab™
Software acoplado a um computador. A analise das bandas para andlise da homologia, através
da correlacdo de Pearson, e a construcdo de dendrogramas baseada no grau de similaridade,
através do método UPMGA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Averages) foi

efetuada recorrendo ao software Gel Doc XR (BioRad).

4.2 Ensaios de selecao das estirpes tolerantes aos fungicidas

Os fungicidas utilizados nos ensaios de degradac¢do foram formulagdes comerciais de
Metalaxil e Metalaxil-M: Alister Combi (Makhteshim Agan, Portugal): 10% (p/p) Metalaxil;
Ridomil Gold Combi pepite (Syngenta, Portugal): 5% (p/p) Metalaxil-M, respetivamente. O
padrio utilizado para a quantificagdo do metalaxil foi uma solucdo de elevado grau de pureza
(99,6%) de Metalaxil-Pestanal® (Sigma-Aldrich). A lista completa dos reagentes utilizados na

execucdo experimental deste trabalho de dissertagdo esta apresentada no Anexo I - A.
4.2.1 Ensaio da degradagdo dos fungicidas em meio solido

A capacidade das estirpes fungicas em estudo para tolerarem concentragoes elevadas

de fungicida foi avaliada em cultura pura, pela técnica das placas em gradiente (Szybalski.,
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1952). Este ensaio consiste a solidificagdo de uma camada de meio minimo YNB (Yeast
Nitrogen Base) suplementado com uma concentracao definida de pesticida comercial (100
mg.L-1), enquanto a placa de Petri permanece numa posicao inclinada. O dngulo de inclinacdo
da placa é tal que se forma um gradiente de concentracdo do pesticida ao longo da mesma (0 -
100 mg.L1). De seguida, o mesmo volume de meio minimo YNBS (Yeast Nitrogen Base
Saccharose) é adicionado por cima da camada inferior e deixado a solidificar, formando-se

duas camadas complementares sobre as quais vao crescer os microrganismos em estudo.

Os fungicidas utilizados foram previamente esterilizados em autoclave e adicionados
ao meio de cultura nas quantidades necessarias para obter as concentragdes pretendidas (100
mg.L1). O inéculo de cada estirpe flngica foi preparado a partir de uma cultura crescida a 25
2C numa placa com PDA e com 5 a 7 dias de idade. Desta, foi retirada, com o auxilio de uma
an¢a, uma pequena porc¢ao de micélio, com cerca de 5 mm de didmetro, de uma zona bem
esporulada, que se colocou na zona correspondente a concentracdo de pesticida 0 mg.L-1 da
placa em gradiente a utilizar nos ensaios de sele¢do. Procedeu-se da mesma forma para cada
fungicida e para cada microrganismo a testar neste ensaio. As placas foram colocadas num
estufa de incubagdo a 25 2C e os halos de crescimento radial das colénias foram registados em
periodos de tempo regulares, 7 dias de incubagdo para as estirpes de Gongronella sp. e 5 dias

de incubacdo para os restantes fungos em ensaio.

4.2.2 Ensaio de degradacdo do metalaxil em meio liquido

Os in6culos de cada uma das estirpes flingicas selecionadas no ensaio anterior foram
preparados a partir de culturas crescidas em placa contendo meio PDA, com 5 a 7 dias de
incubacdo a 25 °C. Destas, foi retirada, com o auxilio de uma anca, uma pequena porc¢do de
micélio, com cerca de 8 mm de diametro, de uma zona bem esporulada, que se colocou no
centro de uma placa de TWA (Tap Water Agar) com uma tira de celulose, utilizada como meio
indutor do sistema enzimatico do fungo (Martins et al, 2002; Ottoni et al, 2010). As placas
foram colocadas numa estufa de incubacdo a 25 °C durante 7 dias, periodo apo6s o qual se
procedeu a transferéncia do indculo da placa de TWA-celulose, para um meio s6lido de pré-
adaptacdo constituido por um meio minimo YNB (Yeast Nitrogen Base) suplementado com
uma concentracao definida de pesticida comercial (100 mg.L-1) e de sacarose (5 g.L-1). Para a
montagem das culturas liquidas, colocaram-se 100 mL de meio YNB liquido, suplementado
com uma concentracdo definida de pesticida comercial (100 mg.mL), previamente

esterilizado em autoclave a 121 2C durante 20 minutos, e de sacarose (5 g.L-1), em frascos
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Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, rolhados e previamente esterilizados, aos quais se
adicionaram 5 in6culos com cerca de 8 mm de didmetro retirados do micélio de culturas de
Zygomycetes crescidas durante 7 dias no meio de pré-adaptacdo. As culturas foram incubadas
em agitador orbital, a 100 r.p.m e a temperatura ambiente, durante 21 dias, sendo recolhidas

amostras por periodos de tempo regulares.
4.2.2.1 Determinagdo da taxa especifica de crescimento

Para a determinacdo da taxa especifica de crescimento dos microrganismos em
estudo, efetuaram-se determinagdes periddicas da biomassa, através da quantificacdo do peso
seco de cada uma das amostras. O peso seco foi determinado por separacdo do micélio, sob
vacuo, através de uma membrana filtrante de porosidade 0,45 um, previamente pesada e
calibrada a peso constante. Apds a filtragcdo, as membranas com a biomassa foram colocadas
dentro de uma placa de Petri e secas durante 24 h em estufa a 80 2C, sendo posteriormente
colocadas no exsicador, sob vacuo, durante cerca de 6 horas, de forma a remover toda a
humidade. A concentracdo da biomassa foi entdo determinada através da diferenca do valor

do respetivo peso seco ap6s secagem e do peso do conjunto antes da filtracao.
4.2.2.2 Determinag¢do da taxa de utilizagdo da sacarose

A concentracdo de sacarose presente nos sobrenadantes das culturas liquidas dos
microrganismos em estudo foi determinada através de uma adaptagdo do método do DNS. O
método do DNS (Miller, 1959) indica a presen¢a de um grupo carbonilo livre (C=0) numa
mistura contendo glicidos ou outras moléculas redutoras. Este método baseia-se no facto do
DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico, IUPAC: acido 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzdico) reagir com o
grupo funcional aldeido presente na glucose, ou cetona presente na frutose, com a formacao
de acido 3-amino,5-nitrosalicilico, um complexo aromatico de cor acastanhada estavel com

absor¢do maxima aos 540 nm, de acordo com as seguintes reacdes acopladas:

Aldeido (H-C=0)/ Cetona (C=0) — Carboxilo (-COOH)

Acido 3,5-dinitrosalicilico — Acido 3-amino,5-nitrosalicilico

Ao contrario da maioria dos glicidos, a sacarose é um dissacarideo ndo-redutor, ou
seja ambos os grupos quimicos de natureza redutora dos monémeros que a constituem (a-D-

glucose e 3-D-frutose) participam na ligacdo glicosidea, ndo se encontrando livres para formar

27



Estudos de biodegradacao de fungicidas acilalanina por estirpes selecionadas de Zygomycetes

polimeros. Consequentemente, a maioria dos ensaios utilizados para a dete¢do de glucidos,
entre os quais o método do DNS, apresentam resultados negativos para a sacarose. No entanto
este método pode continuar a ser aplicado se a amostra for previamente submetida a
hidroélise acida para obtencao dos seus monémeros redutores, a glucose e a frutose, que irao

posteriormente reagir com o DNS como anteriormente descrito.

Para a determinacdo da taxa de utilizacdo da sacarose nas culturas liquidas em estudo,
preparou-se, em tubo de ensaio, uma mistura reacional contendo 1 mL da solucao de sacarose
(amostra ou padrao) e 100 pL de uma solucdo de acido cloridrico 1M e procedeu-se a sua
incubacdo a 90 2C, durante 5 minutos, de forma a ocorrer a hidrolise da ligacao glicosidea. A
solucio foi neutralizada com 50 pL de uma solucio de hidroxido de potassio 5 N, verificando-
se o desenvolvimento de uma coloragdo acastanhada indicativa da presenca de aglcares
redutores (glucose e frutose, respetivamente). Finalmente procedeu-se ao ensaio do DNS
propriamente dito, em que a amostra hidrolisada foi adicionado o0 mesmo volume da solugao
de DNS. Os tubos de ensaio foram incubados a 90 2C, durante 5 minutos, periodo ap6s o qual
se parou a reacdo com 5 mL de agua destilada. Todas as medi¢des foram efetuadas a um
comprimento de onda de 540 nm, utilizando um espectrémetro de UV/Vis (Hitachi 2000) e
uma curva de calibragcdo utilizando padrdes de sacarose de concentragdes compreendidas
entre 100 mg.L-* e 10 mg.L-! (Anexo III - Figura 17). Todos os ensaios foram realizados em
triplicado e lidos contra um branco cuidadosamente preparado, em que a amostra foi

substituida por agua destilada.

4.2.2.3 Quantificagdo do metalaxil por HPLC

As amostras foram analisadas num cromatdgrafo para cromatografia liquidas de
elevada eficiéncia (HPLC) equipado com um injetor Rheodyne de 20 pL, uma bomba Merck
Hitachi L-7100, uma coluna de fase reversa Merck Superspher 100 RP-18 (250x4,6 mm; 4
uM), uma pré-coluna Lichrospher 100 RP-18 e um detetor Isco V4 de UV /Vis Isco modelo V4R
com sistema de aquisicdo e tratamento automdatico de dados pelo software Star
Chromatography Workstation 03-9194401. Para quantificagdo dos fungicidas procedeu-se
previamente a filtracdo dos sobrenadantes através de membranas filtrantes de 0,45 pm de
porosidade (Millipore). As amostras e os padroes foram eluidos, em modo isocratico, numa
mistura de acetonitrilo e dgua ultrapura (45:55), durante 20 minutos, com um fluxo de 1
mL.min-1, a temperatura de 25 2C, e as leituras foram efetuadas a um comprimento de onda de

210 nm. O metalaxil foi identificado por comparacdo dos valores dos respetivos tempos de
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retencdo dos padrdes correspondentes quando submetidos as mesmas condi¢des
experimentais e foram quantificados, pelo método de calibragdo por padrdo externo, por
interpolacdo grafica das respetivas areas de pico obtidas em curvas de calibracdo dos mesmos
padroes (Anexo III - Figura 18). O intervalo de concentragdes utilizado para o metalaxil foi
de 10 a 50 mg.L-1. Para cada concentracdo foram efetuados 4 replicados para construcdo da
curva de calibragdo. Para as amostras mais concentradas foram preparadas diluicées com

acetonitrilo.

4.2.3 Ensaio de adsorg¢do do metalaxil a biomassa

De modo a avaliar a influéncia da biomassa no processo de degradacdo do metalaxil
efetuaram-se estudos com a biomassa nio viavel para observar se ocorreu adsorcdo do
fungicida a biomassa. Para obtencdo da biomassa nido viavel procedeu-se a incubacdo dos
microrganismos em cultura liquida, em meio MEA (Malt Extract Agar), durante 5 dias, a 25 2C
e a 100 rpm. As culturas foram centrifugadas a 3000 g, durante 10 minutos, a 4 2C e a
biomassa foi recolhida, ressuspendida em soro fisiologico e esterilizada em autoclave a 121
2C, durante 20 minutos. De seguida adicionou-se 1 g da biomassa ndo viavel a frascos
Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, rolhados e previamente esterilizados, contendo 100 pL
de meio YNB liquido suplementado com uma concentracdo definida de pesticida comercial
(100 mg.L-1). O metalaxil remanescente foi quantificado aos 0, 1, 3, 5 e 7 dias, tendo as
amostras sido colocadas num agitador orbital a 100 rpm e a temperatura ambiente até ao
momento da quantificagdo. As amostras foram quantificadas por HPLC e as condi¢bes de

ensaios foram as descritas na sec¢do 4.5.2.3 para analise do metalaxil.

4.3 Identificacdo dos enzimas extracelulares

4.3.1 Detecdo da atividade das fenoloxidases - Teste de Schanel

A detecdo da atividade das fenoloxidases (EC 1.10) extracelulares foi baseada na
aplicacdo do teste qualitativo de Schanel (1971) que indica a presenca de uma reacdo de
oxidagdo de difendis simples na presenca de fenoloxidases. A reacdo ocorreu a partir da
mistura de 1 mL de sobrenadante das amostras recolhidas durante 21 dias, 1 mL de solugao
de hidroquinona 0,01 M, 1 mL de glicina 0,2 M e 2 mL de solugio tampdo de acido

citrico/hidrogenofosfato de s6dio a pH 5,6. Depois de agitagdo vigorosa e obtencdo de
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coloracdo rosa intensa, procedeu-se ao registo final dos resultados. Nos casos onde se

verificaram auséncia ou baixa intensidade de cor, a solu¢do permaneceu a 30 2C, durante 24h.
4.3.2 Teste da clivagem do catecol - Teste de Stanier

O teste da clivagem meta/orto do catecol desenvolvido por Stanier e Orston, (1973)
baseia-se na detecdo do mecanismo de quebra do anel aromatico ou dos seus derivados e
permite detetar a natureza indutivel ou constitutiva dos enzimas envolvidos. A mistura da
reacdo contém 600 uL do sobrenadante das amostras, 200 uL de tolueno, 200 uL de uma
solucdo de catecol 0,1 M e 1 mL de solugao tampao de acido citrico/hidrogenofosfato de so6dio

a pH 8,0.

Esta mistura pode apresentar a cor amarela caracteristica da clivagem meta. Se nao se
registar mudanca de cor, e apds incuba¢do das amostras a 30 2C, a 150 rpm, durante 1h,
adiciona-se 0,5 g de sulfato de amdnio, 100 uL de uma solu¢do de hidroxido de amoénio 5 N e
10 puL de uma solucdo saturada de nitroprussiato de sodio (IUPAC:
pentacianonitrosilferrato(Ill) de sddio), de forma a visualizar o possivel aparecimento de uma
cor de tom purpura carateristica da clivagem orto do catecol. E a quebra do catecol na posigio
intra- ou extra-diol que determina o composto resultante para cada tipo se clivagem: cis,cis-
muconato (clivagem orto) ou semialdeido 2-hidroximucénico (clivagem meta). Estas reacoes
sdo mediadas por duas dioxigenases, a catecol-1,2-dioxigenase (EC.13.11.12.1) e a catecol-2,3-

dioxigenase (EC.13.11.12.2), conforme representado na Figura 7.
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Figura 7: Mecanismo de quebra do catecol na posi¢do intra ou extra-diol (Adaptado de: Anselmo, 1992)
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5. Resultados e Discussao

5.1 Selecdo e identificacdo de estirpes de Zygomycetes
5.1.1 Caracterizacdo morfolégica, macroscépica e microscopica, das estirpes em estudo

Os Zygomycetes em estudo neste trabalho de dissertacdo pertencem, como ja foi
referido, a ordem Mucorales e dividem-se entre os géneros Absidia, Circinella, Gongronella e
Rhizopus spp. As estirpes fingicas isoladas foram identificadas por observagdo macroscépica
das colénias maduras em PDA e por observa¢do microscopica das estruturas vegetativas e
reprodutoras, utilizando-se chaves taxondmicas adequadas (Smith, 1969; Domsch et al,
1980). As principais caracteristicas morfolégicas dos microrganismos em estudo sio

apresentadas na Tabela 3.

Os fungos do género Absidia (Tieghem, 1878) apresentam, geralmente, coldnias
acastanhadas e de crescimento relativamente rapido (3 a 5 dias) e sdo caracterizados pela
formacao de esporangios relativamente pequenos, com a presenca de um septo Unico na parte

antecedente ao esporangiéforo e pela produgao de rizoides bem diferenciados.

Os fungos do género Circinella (Tieghem e Le Monn., 1878) apresentam colénias
acinzentadas e de crescimento relativamente rapido (3 a 5 dias) e sdo caracterizados pela
formacdo de esporangios multi-esporulados, mais ou menos globulosos, com origem em

esporangiéforos circinados.

Os fungos do género Gongronella (Ribaldi, 1952) apresentam, geralmente, colénias
brancas com crescimento relativamente lento (7 a 8 dias), estruturas de suporte e rizoides
pouco diferenciados, esporangiéforos eretos e muitas das vezes ramificados. O esporangio é

geralmente globoso e apresenta a columela reduzida.

Os fungos do género Rhizopus (Ehrenberg, 1820) apresentam, geralmente, coldnias
acinzentadas de crescimento relativamente rapido (3 a 5 dias) e sdo caracterizados pela
formacdo de espordngios multi-esporulados de grandes dimensdes. Os esporangios sdo
suportados por uma grande columela apofisada e os esporangiéforos surgem entre rizoides

distintos.
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Tabela 3: Principais caracteristicas macroscépicas e microscopicas dos Zygomycetes em estudo.
Coldénias em PDA, 252C, 5 a 7 dias. (a) Esporangio; (b) Esporos.
As imagens apresentadas forma obtidas na Micoteca da Universidade do Minho, Braga, Portugal.

Microscopio

Género Espécie Estirpe PDA

40x _ Ox

CBS
101.08

glauca

Absidia CCMI
91

CBS

coerulae 104.08

simplex CCMI
244

Circinella

CBS

lacrymispora 101.57

Rid
CCMI
1104

Solo
CCMI
1105

Rhizopus stolonifer

Orizae
CCMI
900

CBS
40351
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Tabela 3: (Continuagdo)

CBS

lacryspora 244.62

CCMI

sp. Rid 1000

CCMI

sp. Solo 1101

CBS
157.25

CBS
179.28

Gongronella

CBS
194.60

CBS
butleri 216.58

CBS
227.36

CBS
228.26

CBS
259.52
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5.1.2 Caracterizagdo molecular das estirpes isoladas por M13-PCR

A observacdo macroscépica e microscopica das colénias, utilizando chaves
taxon6micas adequadas permite a classificacdo dos fungos em estudo até a espécie, mas com
algumas dificuldades e subjetividades. Como tal, procedeu-se de uma forma preliminar, a

comparacdo dos perfis eletroforéticos das estirpes em estudo por M13-PCR.

Os produtos de PCR resultantes de cada reacdo de amplificacdo executadas neste
trabalho de dissertacdo apresentaram um nimero variavel de bandas compreendidas entre os
3000 e os 300 pb. Como se obtiveram varios fragmentos por reacdo de amplificagdo, foi
possivel proceder a avaliacido da similaridade entre as estirpes e construir dendogramas
utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson. Os eletroforetogramas e os dendogramas

obtidos estdo apresentados nas Figuras 8 e 9.

B 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 B M

pb

3000
2000

1500
1200
1031
900
800
700
600
500
400

300
200

100

Figura 8: Eletroforetograma obtido apés M13-PCR para as estirpes de Zygomycetes em estudo.
M — Marcador de DNA 100 pb Plus; B —Branco; 3 — G. butleri CBS 228.36; 4 — G. butleri CBS 157.27;

5 —G. butleri CBS 227.36; 6 — G. butleri CBS 194.60; 7 — G. butleri CBS 216.58; 8 — Gongronella sp. CCMI 1000;

9 — Gongronella sp. Rid. CCMI 1001; 10 — G. butleri CBS 259.52; 11 — G. lacryspora CBS 144.62; 12 — C.
lacrymispora CBS 101.57; 13 — A. glauca CBS 101.08; 14 — A. glauca CCMI 91; 15 — R. stolonifer CCMI 1105; 16
— R. stolonifer Rid. CCMI 1104; 17 — R. stolonifer CBS 244.62; 18 — R. orizae CCMI 900.
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Pearson correlation (Opt: 1,00%) [0,0%-1,00%]
M13

0.13 0.50 0.75 1.00

Rhizopus orizae CCMI 900

Rhizopus stolonifer Rid CCMI 1104

Rhizopus stolonifer CCMI 1105

Rhizopus stolonifervar stolonifer CBS 244.62

Absidia glauca CCMI 91

Absidia glauca CBS 101.57

Circinella lacrymispora CBS 101.57

Gongronella lacryspora CBS 244.62

Gongronella sp. CCMI 1000

Gongronella sp. Rid CCMI 1001

Gongronella butleri CBS 259.52

Gongronella butleri CBS 216.58

U ————  Gongronella butleri CBS 194.60

Gongronella butleri CBS 227.36

Gongronella butleri CBS 156.27

Gongronella butleri CBS 228.36

Figura 9: Dendograma do perfil de eletroforese obtida apés M13-PCR para as estirpes de Zygomycetes em estudo.

Por comparacdo dos perfis moleculares obtidos por amplificagio M13-PCR do DNA
das estirpes em estudo, observou-se a formacio de dois clusters principais, um que engloba
as estirpes de Rhizopus e de Absidia com 17% de similaridade entre géneros, e outro que
engloba as estirpes de C. lacrymispora CBS 101.57 e de Gongronella com 27% de similaridade

entre géneros.

Nao se observou a formacdo de um cluster uniforme entre as estirpes de Rhizopus em
estudo, ao contrario do que aconteceu com as estirpes de Absidia spp. que apresentaram um
grau de similaridade de 70% entre si. A andlise do perfil molecular para as estirpes de
Rhizopus mostrou as maiores semelhangas entre as estirpes de R. stolonifer CCMI 1005 e de R.

stolonifer Rid CCMI 1004, com um grau de similaridade de cerca de 55% entre elas.
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Dentro do cluster formado entre as estirpes de Circinella lacrymispora CBS 101.57 e
Gongronella spp. observaram-se dois clusters principais, um deles entre as estirpes de C.
lacrymispora CBS 101.57 e G. lacryspora CBS 244.62 com um grau de similiaridade de 42 %
entre elas, e outro com as restantes estirpes de Gongronella com um grau de similaridade de
36% entre elas. Dentro deste ultimo grupo as estirpes de Gongronella sp. CCMI 1000 e
Gongronella sp. Rid CCMI 1001 formaram um cluster independente das estirpes de
Gongronella butleri com 64% de similaridade entre elas, indicado poder tratar-se de uma

novas espécie do género Gongronella.

No entanto, para confirmar estes resultados seria necessario efetuar outros estudos,
como por exemplo, estudos de confirmacido por ITS-ARDRA (Internal Transcribed Spacer-
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) ou proceder a sequéncia¢do das zonas de ITS
destes organismos, comparado com sequéncias ja establecidas em bases de dados publicas,
como por exemplo a Genbank. Adicionalmente, para uma melhor caracterizagdo das estipres
também poderiam ser efetuados estudos proteémicos e espectroscopicos, com recurso a
técnicas de MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight) e de

FTIR (Fourier Transform Infrared), respetivamente (Santos et al., 2010).

5.2 Ensaios de selegdo das estirpes tolerantes aos fungicidas

5.2.1 Ensaio da degradagdo dos fungicidas em meio solido

Com vista a selecdo dos Zygomycetes mais promissores na degradacdo dos fungicidas
procedeu-se a um rastreio dos microrganismos em estudo, em placas de Petri contendo um
gradiente de concentragdes crescentes (0 - 100 mg.L'1) de metalaxil e de metalaxil-M. Os
resultados do ensaio de degradacdo dos fungicidas em meio sdlido encontram-se

representados na Figura 10 e na Figura 11 para 5 e 7 dias de incubacao, respetivamente.

Das 21 estirpes isoladas, apenas 4 estirpes, R. stolonifer Rid CCMI 1004, R. stolonifer
CCMI 1005, R. orizae CCMI 900 e A. glauca CBS 101.08, apresentaram capacidade de tolerar
concentra¢des de fungicida comercial de 100 mg.Ll. No entanto, é de referir que o
crescimento das estirpes de Rhizopus spp., Absidia spp. e Circinella spp. é muito mais rapido (5
dias) que o crescimento das estirpes de C. lacrymispora CBS 101.57 e Gongronella spp. (7 dias)
pelo que as ultimas nunca iriam atingir a concentra¢do de 100 mg.L-1, durante o tempo de vida

médio das culturas.
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Figura 10: Crescimento radial das estirpes de Rhizopus spp., Absidia spp., e Circinella spp. em meio YNB contendo
um gradiente de fungicida comercial (0-100 mg.L'l), durante um periodo de crescimento de 5 dias. Os valores
representam a média de 4 replicados * desvio-padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p< 0,05).
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Figura 11: Crescimento radial das estirpes de C. lacrymispora CBS 101.57 e Gongronella spp. em meio YNB
contendo um gradiente de fungicida comercial (0-100 mg.L‘l), durante um periodo de crescimento de 7 dias. Os
valores representam a média de 4 replicados * desvio-padrao. Letras diferentes indicam diferengas significativas

(p< 0,05).
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A Figura 10 mostra que as estirpes de R. stolonifer CCMI 1005 e R. stolonifer Rid CCMI
1004, isoladas de um solo de vinha previamente exposto a elevadas concentracdes de um
fungicida comercial contendo metalaxil (Martins, 2003), apresentaram capacidade para
tolerar, tanto o metalaxil, como o metalaxil-M, na concentracao de 100 mg.L-1. Por seu lado, a
estirpe de R. stolonifer CBS 244.62, que nunca foi submetida a tratamentos prévios com
qualquer tipo de fungicida, apenas conseguiu tolerar cerca de 60% da concentracao total de
metalaxil e metalaxil-M. No entanto, outras estirpes que também nao foram adaptadas
previamente ao metalaxil ou metalaxil-M, mostraram capacidade para tolerar estes pesticidas,
nomeadamente a estirpe de R. orizae CCMI 900 que conseguiu tolerar tanto o metalaxil como
o metalaxil-M nas concentracdes maximas e a estirpe de A. glauca CBS 101.01, que apesar de
ndo conseguir tolerar concentracdes elevadas de metalaxil-M (cerca de 40%), apresentou

capacidade para tolerar elevadas concentracdes de metalaxil.

Na Figura 11 podemos observar que as estirpes de G. butleri possuem, no geral, maior
capacidade para tolerar o metalaxil e o metalaxil-M, que as estirpes de C. lacrymispora e G.
lacryspora. Para além disso, as estirpes aqui representadas também parecem mostrar maior
capacidade de tolerar o metalaxil que o metalaxil-M, a excecdo das estirpes de G. lacryspora
CBS 244.62, Gongronella sp. CCMI 1000, G. butleri CBS 194.60 e G. butleri CBS 228.36 em que
ndo se observaram diferencas significativas. Finalmente, podemos também observar que
apesar de reduzida e ao contrario do que se verificou para os restantes microrganismos em
estudo, a estirpe de Circinella lacrymispora CBS 101.57 apresentou maior capacidade para

degradar o metalaxil-M que o metalaxil.

Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos anteriores que descreveram a
capacidade de outras estirpes de Zygomycetes, como por exemplo Absidia blakesleeana, A.
corymbifera, A. cylindroespora, A. fusca, Cunninghamella echinulata, C. elegans, Mucor
hiemalis, Rhizopus microsporus e R. orizae, em tolerarem concentracoes elevadas de pesticidas,

nomeadamente de herbicidas e fungicidas arométicos (Bordjiba et al., 2001).

Nesta fase, e para o prosseguimento do trabalho foram escolhidas duas estripes
controlo, previamente adaptadas ao crescimento em meios enriquecidos com fungicida
comercial, R. stolonifer Rid CCMI 1004 e G. sp. Rid CCMI 1001, e as quatro estirpes mais
resistentes, representativas de cada um dos género em estudo, A. glauca CBS 101.08, C.
simplex CCMI 244, G. butleri CBS 179.28 e R. orizae CCMI 900, tendo sido efetuados ensaios de

degradacdo em meio liquidos com estas estirpes.
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5.2.2 Ensaio de degradagdo do metalaxil em meio liquido

Os fungos selecionados na sec¢dao 5.2.1, por terem conseguido resistir a
concentragdes elevadas de um fungicida comercial, foram estudados individualmente em
meios de cultura liquidos suplementados com sacarose (5 g.L-1) e com metalaxil (100 mg.L1)
como principal fonte de carbono, para determinar periodicamente as taxas especificas de

crescimento e as percentagens de sacarose e metalaxil remanescentes.

De forma a avaliar a capacidade de degrada¢do do metalaxil pelos organismos em
estudo, quantificou-se o metalaxil remanescente por HPLC. O metalaxil foi separado ao tempo
de retencdo de 12,4 min, por comparagdo com o tempo de retencdo de solu¢des padrao de
metalaxil, nas condi¢bes cromatograficas descritas na seccao 4.2.2.3. As analises
quantitativas do metalaxil foram efetuadas por interpolacio grafica das respetivas areas de
pico obtidas na curva de calibracdo do metalaxil. A equacdo da reta obtida foi de y = 88695x -

683435 com um valor de r2 de 0,9992 (Anexo III - Figura 18).

Na Figura 12 apresentam-se, como exemplo, os cromatogramas obtidos aos 0 e aos 21
dias na cultura de Gongronella sp. Rid CCMI 1001. Os cromatogramas das restantes culturas

em estudo estdo apresentados no Anexo IV.

Os cromatogramas obtidos apresentaram o mesmo perfil cromatografico, tendo
apenas variado a area de pico do metalaxil com o tempo de incubacio. Apesar de terem sido
registados outros maximos de absorcdo ao comprimento de onda utilizado, apenas um foi
identificado como um produto de degradacdo do pesticida comercial, neste caso a ftalimidas
separada ao tempo de retencdo de 3,3 min. A ftalimida é um dos principais produtos
resultantes da degradacdo do folpete, um fungicida de contacto de largo espectro
normalmente utlizado em associacdo com o metalaxil, estando presente numa proporgao de
40% na formulagdo comercial utilizada. Uma vez que o folpete sofre degradacdo térmica
durante a esterilizagdo, por claro hiimido em autoclave (1212C), este degrada-se totalmente

em ftalimida sendo possivel a sua identificacdo

A identificacdo de possiveis metabolitos secundarios do metalaxil ndo foi possivel nas
condicoes de estudo efetuadas. Para tal seria necessario efetuar estudos adicionais com
recurso a técnicas de espectrometria de massa tais como LC-MS (Liquid Chromatography Mass

Spectrometry) (Sukul e Spiteller, 2001).
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Figura 12: Cromatogramas obtidos aos 0 e 21 dias a partir de culturas de Gongronella sp. Rid CCMI 1001 em meio YNB
na presenga de metalaxil na concentragdo de 100 mg.L'l.
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O perfil do aumento da biomassa e da percentagem da sacarose e do metalaxil

remanescentes ao longo do tempo, para cada um dos microrganismos, esta representado na

Figura 13.
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Figura 13: Perfis de sacarose e de metalaxil remanescentes (%) e de crescimento da biomassa (g.L'l) para as diferentes estirpes em estudo:
(1) = R. stolonifer Rid CCMI 1004; (2) — G. sp. Rid CCMI 1001; (3) — A. glauca CBS 101.08; (4) — C. simplex CCMI 244; (5) — G. butleri CBS 179.28;
(6) — R. orizae CCMI 900. Os resultados representam a média de 4 replicados * o desvio padrao.
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As respetivas taxas especificas de crescimento e as taxas de sacarose e de metalaxil

remanescentes estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Registo das taxas especificas de crescimento (h'l) e dos valores médios das taxas de utilizacdo da sacarose (g.L'l.dia'l) ede
degradagao do metalaxil (mg.mL'l.dia'l) para as estirpes selecionadas. Os valores representam a média de 4 replicados + desvio-padréo.
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p< 0,05), para cada um dos parametros em estudo.

Taxa de Taxa de

: Taxa especiﬁca Biomassa utilizagio da Sacaro.se e Metalaxil
Estirpe de crescimento Total consumida . degradado
(L) sacarose %) metalaxil %)
& (gL1dia1) (mg. L1.dia1)
0-2 0,884ab 0-1 2,436ab 0-1 23,7682
dias dias: dias:
R. stolonifer
- - - 2
Rid CCMI 2.14 0,095¢d 2,496 1 3 1,206¢ 89,14 1.10 4,311bcd 783
dias dias: dias
1004
1421 hose 35 263 1021 3ggn
dias dias: dias
0-3 0,4492¢ 0-1 2,774be 0-3 52,249¢
dias dias: dias
Gongronella
sp.RidCCMI 2% 0073c 1,816 13 9984 92,13 3100 4 670bea 75,60
dias dias: dias
1001
21 hogea 35 o35 1021 57w
dias dias: dias
0-2 0,774ae 0-1 2,814abe 0-3 28,568f
dias dias: dias
A.glauca CBS 2.7 1-3 3-10
od 1,385 c 92,87 ] b,c,d 81,20
101.08 dias: 0,047 dias: 1216 dias 3,186
721 022¢ 35 203 10214 360m
dias dias: dias
0-2 0,536ade 0-1 2,580ab 0-2 6,9974f
dias dias: dias
C. simplex 2-7 J 1-3 2-10 .
C, C ) 1
CCMI 244 dias: 0,073 1,853 dias: 1,191 93,96 dias 13,102fs 71,35
721 00ged 35 275 10214 178p
dias dias: dias
0-3 0,199cde 0-2 2,461af 0-3 54,238
dias dias: dias
G. butleri CBS  3-14 2-3 3-7
d f d
179.28 dias: 0,049¢ 1,713 dias: 1,930 92,48 dias 7,192¢ 78,86
21 513 35 0382 721 511
dias dias: dias
0-5 0-1 0-1
b e
dias 0,992 dias: 3,218 dias 9131
R. orizae 5-14 1-3 5-10
cd c b,c,d
CCMI 900 dias: 0,057 1,745 dias: 1,078 98,95 dias 3,806 73,67
1421 53 35 p1350 421 5 403be
dias dias: dias
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Os perfis de crescimento da biomassa e das taxas de degrada¢do da sacarose e do
metalaxil, para os Zygomycetes em estudo, representado na Figura 13, permitiu observar um

comportamento semelhante para os seis microrganismos estudados:

A estirpe de R. stolonifer Rid CCMI 1004 apresentou uma fase de crescimento
exponencial da biomassa até ao 22 dia de cultura, com uma taxa especifica de crescimento (1)
de 0,884 h'l, acompanhada de uma taxa de degradacdo do metalaxil de 23,768 mg. L-l.dia'.
Numa segunda fase, entre o 22 e o 142 dia observou-se um crescimento mais lento (u = 0,095
h-1) possivelmente devido a limitacdo de nutrientes, neste caso a sacarose, consumida quase
na totalidade (89,14 %) ao fim do 52 dia de cultura, embora exista ainda uma correlacdo entre
a degradacdo do metalaxil remanescente (4,311 mg. L-l.dial), podendo este estar a ser
utilizado num processo de metabolismo secundario, provavelmente como substrato de
manutencdo. Numa terceira fase, a partir do 102 dia, os microrganismos comecaram a
eliminar muito mais lentamente o metalaxil (0,388 mg. L-ldial), provavelmente por
diminuicdo da biomassa ativa presente (i = 0,005 h-1). A concentracdo maxima de biomassa
foi de 2,496 g.L-1 e a percentagem total de metalaxil degradado foi de 78,32%, tendo sido o

fungo que apresentou maior capacidade de crescimento da biomassa.

A estirpe de Gongronella sp. Rid CCMI 1001 apresentou uma fase de crescimento
exponencial da biomassa até ao 32 dia de cultura, com uma taxa especifica de crescimento ()
de 0,449 h'l, acompanhada de uma taxa de degradacdo do metalaxil de 52,249 mg. L-l.dia.
Numa segunda fase, entre o 32 e o 142 dia observou-se um crescimento mais lento (pn = 0,073
h-1) devido a limitagdo de sacarose, consumida quase na totalidade (92,13%) ao fim do 52 dia
de cultura, com uma taxa de degradacdo do metalaxil remanescente de 4,670 mg. L-l.diaL
Numa terceira fase, a partir do 102 dia, os microrganismos comec¢aram a eliminar muito mais
lentamente o metalaxil (0,257 mg. L-1.dia'l), por diminui¢do da biomassa ativa presente (u =
0,257 h1). A concentragdo maxima de biomassa foi de 1,816 g.L'1 e a percentagem total de

metalaxil degradado foi de 75,60%.

A estirpe de A. glauca CBS 101.08 apresentou uma fase de crescimento exponencial da
biomassa até ao 22 dia de cultura, com uma taxa especifica de crescimento (i) de 0,774 h-,
acompanhada de uma taxa de degradacdo do metalaxil de 28,568 mg. L-1.dial. Numa segunda
fase, entre o 22 e 0 72 dia observou-se um crescimento mais lento (i1 = 0,047 h-1) devido a
limitacdo de sacarose, consumida quase na totalidade (92,87 %) ao fim do 52 dia de cultura,

com uma taxa de degradacdo do metalaxil remanescente de 3,186 mg. L-1.dia’l. Numa terceira
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fase, a partir do 102 dia, os microrganismos comecaram a eliminar mais lentamente o
metalaxil (1,360 mg. L-1.dia'l), por diminuicdo da biomassa ativa presente (u = 0,022 h1). A
concentracdo maxima de biomassa foi de 1,385 g.L-! e a percentagem total de metalaxil
degradado foi de 81,20%, tendo sido o fungo que apresentou maior capacidade de degradagdo
do metalaxil nas condi¢bes estudadas, no entanto foi o fungo que apresentou menor

capacidade de crescimento da biomassa.

A estirpe de C. simplex CCMI 244 apresentou uma fase de crescimento exponencial da
biomassa até ao 22 dia de cultura, com uma taxa especifica de crescimento (u) de 0,536 h-l,
acompanhada de uma taxa de degradacdo do metalaxil de apenas 6,997 mg. L-1.dia-l. Numa
segunda fase, entre o 22 e o 72 dia observou-se um crescimento mais lento (n = 0,073 h-1)
devido a limitagdo de sacarose, consumida quase na totalidade (93,96%) ao fim do 52 dia de
cultura, com uma taxa de degradacdo do metalaxil remanescente de 13,102 mg. L-1.dia"l. Numa
terceira fase, a partir dos 7 dias, os microrganismos comegaram a eliminar muito mais
lentamente o metalaxil (0,257 mg. L-1.dia1), provavelmente por diminui¢do da biomassa ativa
presente (L = 0,257 h1). A concentragio maxima de biomassa foi de 1,853 glL! e a
percentagem total de metalaxil degradado foi de 71,35%, tendo sido o fungo que apresentou

menor capacidade de degradagdo do metalaxil nas condi¢cdes estudadas.

A estirpe de G. butleri CBS 179.28 apresentou uma fase de crescimento exponencial da
biomassa até ao 32 dia de cultura, com uma taxa especifica de crescimento () de 0,199 h-,
acompanhada de uma taxa de degrada¢do do metalaxil de 54,238 mg. L-1.dia"l. Numa segunda
fase, entre o 32 e 0 142 dia observou-se um crescimento mais lento (p = 0,049 h't) devido a
limitacdo de sacarose, consumida quase na totalidade (92,48%) ao fim do 52 dia de cultura,
com uma taxa de degradacdo do metalaxil remanescente de 7,192 mg. L-1.dia'l. Numa terceira
fase, a partir do 72 dia, os microrganismos comecaram a eliminar muito mais lentamente o
metalaxil (0,511 mg. L-1.dia'!), provavelmente por diminui¢do da biomassa ativa presente (u
=0,013 h1). A concentracdo maxima de biomassa foi de 1,816 g.L-1 e a percentagem total de

metalaxil degradado foi de 75,60%.

A estirpe de R. orizae CCMI 900 apresentou uma fase de crescimento exponencial da
biomassa até ao 52 dia de cultura, com uma taxa especifica de crescimento (i) de 0,992 h-,
acompanhada de uma taxa de degradacdo do metalaxil de 9,131 mg. L-1.dia-l. Numa segunda
fase, entre o 52 e 0 142 dia observou-se um crescimento mais lento (i = 0,057 h't) devido a

limitacdo de sacarose, consumida quase na totalidade (98,95%) ao fim do 52 dia de cultura,
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com uma taxa de degradacdo do metalaxil remanescente de 3,806 mg. L-1.dia'l. Numa terceira
fase, a partir do 14° dia, os microrganismos comecaram a eliminar muito mais lentamente o
metalaxil (2,403 mg. L-1.dia!), por diminuicdo da biomassa ativa presente (n = 0,053 h1). A
concentracdo maxima de biomassa foi de 1,745 g.L.! e a percentagem total de metalaxil
degradado foi de 73,67%. Apesar de ter apresentado uma taxa de degradacdo inicial do
metalaxil mais baixa, a estirpe de R. orizae CCMI 900 apresentou um perfil de degradacao do
metalaxil mais estavel ao longo do tempo, tendo degradado uma percentagem total de

metalaxil semelhante aos restantes fungos em estudo.

Resumindo, a concentracdo de biomassa total obtida variou entre 2,496 h-t e 1,385 h-!
para as estirpes de R. stolonifer Rid CCMI 1004 e A. glauca CBS 101.08, representando estes os
microrganismos com maior e menor capacidade de crescer na presenca do fungicida
metalaxil, respetivamente. As percentagem de utilizagdo iniciais da sacarose variou entre
98,95% e 89,14% ao fim de um periodo de 5 dias, para as estirpes de R. orizae CCMI 900 e, R.
stolonifer Rid CCMI 1004, representando estes os microrganismos com maior e menor
capacidade de utilizar a sacarose, respetivamente. Finalmente, as percentagens de degradacao
do metalaxil variaram entre 71,35% e 81,20% para as estirpes de A. glauca CBS 101.08 e C.
simplex CCMI 244, representando estes os microrganismos com maior e menor capacidade de

degradacdo do fungicida metalaxil, respetivamente.

Os resultados obtidos mostraram que nao existe uma relacao linear entre a capacidade
de crescimento dos fungos e sua capacidade de degradacio do fungicida, pelo que um fungo
que apresente um crescimento mais baixo, pode ter maior capacidade de degradacido do
metalaxil, que outro com um crescimento superior, como acontece para a estirpe de A. glauca

CBS 101.08.

Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos anteriores que descreveram a
capacidade de outras estirpes de Zygomycetes, como por exemplo Rhizopus orizae e Absidia
fusca, para degradarem pesticidas em meio liquido (Bordjiba, 2001). Outros estudos,
realizados para a avaliagdo da capacidade de biorremediacdo de diferentes classes de
xenobidticos por parte de uma estirpe de Absidia fusca, mostraram elevadas capacidades de
degradacdo de compostos aromaticos (Guiraud et al., 2003). Estes estudos confirmam que os
Zygomycetes podem ser particularmente eficientes na degradagido de varios poluentes, com

um largo espetro de acdo.
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5.2.3 Ensaio de adsorg¢do do metalaxil a biomassa

De modo a avaliar a influéncia da biomassa no processo de degradacdo do metalaxil
efetuaram-se estudos com a biomassa ndo viavel para observar se ocorreu adsorciao do
fungicida a biomassa. Nas Figura 14 e 15 apresentam-se os perfis de degradacao do metalaxil
(100 mg.L-1) obtidos durante 7 dias na auséncia de biomassa, na presenca de biomassa ndo

vidvel e na presenca de biomassa vidvel de duas estirpes controlo, R. stolonifer Rid CCMI 1004

e G. sp. Rid CCMI 1001, respetivamente.

120 -
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Figura 14: Registo das percentagens de metalaxil remanescentes no estudo de degrada¢do do metalaxil na auséncia e
na presenca de biomassa de Rhizopus stolonifer Rid CCMI 1004. Os valores representam a média de 4 replicados
desvio-padrio. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p< 0,05)
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Figura 15: Registo das percentagens de metalaxil remanescentes no estudo de degrada¢dao do metalaxil na auséncia e
na presenca de biomassa de Gongronella sp. Rid CCMI 1001. Os valores representam a média de 4 replicados + desvio-
padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p< 0,05)
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Como se observa nas Figura 14 e 15, os perfis de adsor¢do apresentaram um
comportamento linear ao longo do tempo para ambos os microrganismos, com percentagens
de degradacdo do metalaxil, na auséncia de biomassa e na presenca de biomassa ndo viavel,
de 1,10% ao fim dos 7 dias do ensaio. As biomassas viaveis de R. stolonifer Rid CCMI 1004 e
Gongronella sp. Rid 1001 degradaram por sua vez 55,47% e 58,68% do metalaxil total,

respetivamente.

Podemos concluir que o metalaxil ndo é adsorvido nem sofre qualquer processo de
degradacdo bidtica por parte da biomassa nao viavel dos microrganismos controlo, pelo que o
processo de degradacdo estudado na sec¢ao 5.2.2 deve-se a um processo de degradacao ativo
dos fungos em estudo, que utilizam mecanismos bioquimicos de modo a incorporar este

fungicida no seu metabolismo primario.

5.3 Identificacao dos enzimas extracelulares

Com vista a identificacio dos enzimas extracelulares potencialmente envolvidos no
processo de degradacdo do metalaxil para as estirpes em estudo, recorreu-se a dois testes
colorimétricos classicos, para a detecdo de fenoloxidases extracelulares — Teste de Schanel
(Schanel, 1971), e para a detegdo da clivagem do anel benzénico do catecol - Teste de Stanier

(Stanier e Orston, 1973). Os resultados obtidos estdo representados na Figura 16.

Figura 16: Resultados obtidos para os testes de (1) Teste de Schanel e de (2) Teste de Stanier.

(a) — Branco; (b) — Amostra Positiva; (c) — Amostra Negativa.
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A Figura 16.1 apresenta a coloracdo obtida nos sobrenadantes das culturas liquidas
das estirpes em estudo, submetidas ao Teste de Schanel. Esta coloracdo é indicativa da
presenca de fenoloxidases extracelulares presentes no meio reacional, devido a uma reacio de
oxidacao com os grupos difenol do metalaxil. Ndo se verificaram diferencas de cor entre os

microrganismos em estudo ou para os diferentes dias do ensaio.

A Figura 16.2 apresenta a coloracdo obtida nos sobrenadantes das culturas liquidas
das estirpes em estudo, submetidas aos Teste de Stanier. Esta coloracao ndo é indicativa da
clivagem do anel aromatico de catecol, mas sugere um fenémeno de oxidacdo ligeiro das
amostras em estudo por parte de enzimas extracelulares, muito provavelmente catecol
dioxigenases (EC.13.11.12). Nao se verificaram diferencas de cor entre os microrganismos em

estudo ou para os diferentes dias do ensaio.

O teste de Stanier permite identificar qual o mecanismo utilizado pelo microrganismo
na quebra do anel aromatico, conforme descrito na Seccao 4.3.2. A via orto é tipica da
degradacdo de fendis e acidos aromaticos por fungos (Hofrichter et al., 1993), enquanto que a
via meta (cor amarela) tem sido detetada exclusivamente em bactérias. Contudo, algumas
espécies conseguem utilizar uma ou outra via dependendo do substrato fenélico fornecido
(Anselmo, 1992). Este ndo parece ser o caso para as estirpes em estudo uma vez que nao se
observou, nem o aparecimento da cor purpura indicativa da clivagem orto, nem da cor
amarela caracteristica da clivagem meta. No entanto, a coloragdo adquirida pelos
sobrenadantes das culturas das estirpes em estudo parece indicar a ocorréncia de oxidacao
biolégica do grupo fenol do metalaxil, com a sua hidroxilacdo a catecol, provavelmente

mediada um enzima mono-oxigenase, a fenol hidroxilase (Neujahr, 1991).

Os resultados obtidos estdo de acordo com a bibliografia que referem que os
Zygomycetes sdo maus produtores de enzimas extracelulares e ndo produzem fenoloxidases
no estado basal, sem inducdo prévia em meio sélido (Guiraud et al., 1992; Seigle-Murandi et
al., 1992). No entanto, os resultados obtidos sugerem que as estirpes de Zygomycetes em
estudo possuem sistemas enzimaticos extracelulares ndo especificos que intervém no
mecanismo degradacio do fungicida metalaxil. Estes estudos tiveram um caracter
exploratério e futuramente pretendem-se realizar mais estudos com vista a quantificagao

destes mesmos enzimas.
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6. Conclusoes e Perspetivas Futuras

A metodologia aplicada e apresentada neste estudo, forneceu novas informacdes no
que diz respeito a selecdo e utilizacdo de fungos Zygomycetes na biodegradacido de fungicidas
da classe das acilalaninas. Foi avaliada a capacidade de 21 estirpes de Zygomycetes (Rhizopus
stolonifer Rid CCMI 1004, R. stolonifer CCMI 1005, R. orizae CCMI 900, R. stolonifer CBS
244.62, Absidia glauca CBS 101.08, A. glauca CCMI 91, A. coerulae CBS 104.08, Circinella
simplex CCMI 244, C. lacrymispora CBS 101.57, Gongronella lacryspora CBS 244.62, G.
lacryspora ATCC 244.12, Gongronella sp. Rid CCMI 1001, Gongronella sp. CCMI 1000, G. butleri
CBS 157.24, G. butleri CBS 179.28, G. butleri CBS 194.60, G. butleri CBS 216.58, G. butleri CBS
227.36, G. butleri CBS 228.36, G. butleri CBS. 259.52 e G. butleri ATCC 8989) em degradarem os

fungicidas metalaxil e metalaxil-M.

As estirpes em estudo foram identificadas e caraterizadas através de uma abordagem
polifasica, com base em carateristicas morfoldgicas (microscopia 6tica) e moleculares (M13-
PCR). Estas estirpes foram posteriormente isoladas em meios de cultura sélidos contendo um
gradiente de concentragoes (0 - 100 mg.L1) dos fungicidas em estudo, permitindo selecionar
as estirpes mais aptas para tolerar estes fungicidas em elevadas concentragdes. As estirpes
que mostraram maior capacidade para tolerar o metalaxil e o metalaxil-M em meio so6lido
foram as estirpes de R. stolonifer Rid CCMI 1004, Gongronella sp. Rid CCMI 1001, A. glauca CBS
101.08, C. simplex CCMI 244, G. butleri CBS 179.28 e R. orizae CCMI 900. A capacidade de
degradacdo do metalaxil pelas estirpes selecionadas foi avaliada em meio de cultura liquido
(YNB) suplementado com sacarose (5 g.L-1) e metalaxil (100 mg.L-1). A estirpe que apresentou
maior capacidade de degradacdo do metalaxil foi a estirpe de A. glauca CBS 101.08 com uma

percentagem de degradacdo do metalaxil total de 81,20%.

As estirpes em estudo foram ainda submetidas a um ensaio de adsor¢cdo a biomassa
em que se efetuaram estudos de degradagio do metalaxil na auséncia de biomassa e na
presenca de biomassa ndo viavel, onde se observou uma taxa de degradacdo do metalaxil de
apenas 1,10% em ambos os casos, pelo que podemos sugerir que o metalaxil ndo é adsorvido
por parte da biomassa nio viavel e que o mecanismo de degradacido deste fungicida se deve a
um processo de degradacdo ativo das estirpes em estudo. Tendo em conta estes resultados, e
com vista a identificacdo dos enzimas extracelulares potencialmente envolvidos no processo

de degradacao do metalaxil recorreu-se a dois testes colorimétricos classicos, para a pesquisa

49




Estudos de biodegradacao de fungicidas acilalanina por estirpes selecionadas de Zygomycetes

de fenoloxidases extracelulares e para a detecdo da clivagem do anel benzénico. Foi possivel
identificar a presenca de fenoloxidases extracelulares nos sobrenadantes das culturas liquidas
das estirpes em estudo, mas nao foi possivel identificar o mecanismo de quebra do anel
benzénico, necessitando-se assim de estudos complementares sobre os parametros

enzimaticos envolvidos no processo de biodegradacao.

Em conclusdo, os resultados obtidos para as estirpes de Zygomycetes em estudo,
propiciam boas perspetivas futuras quanto a estudos de biorremediacdo de fungicidas da

classe das acilalaninas e dos mecanismos bioquimicos envolvidos na sua degradacao.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, os esforgos devem agora ser feitos para

avaliar a capacidade das estirpes selecionadas para os seguintes pontos:

= Utilizacdo de técnicas de sequenciagdo (ITS) e de protedémica (MALDI-TOF-MS)
para confirmacdo da filogenia dos fungos em estudo, para comparagdo com 0s

resultados obtidos com as técnicas moleculares ja utilizadas.

=  Expandir a avaliacdo do processo de degradac¢do dos fungicidas em meio liquido

ao isomero R, metalaxil-M;

= Utilizacdo de técnicas de espectrometria de massa (LC-MS) para a identificagdo de
possiveis metabolitos intermédios formados durante o processo de degradacido

do metalaxil;

=  QOtimizacdo de técnicas de identificacdo das atividades enzimaticas dos enzimas

extracelulares produzidos durante o processo de degradacao dos pesticidas.
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8. Anexos

Anexo I: Reagentes e Equipamentos

A - Lista dos reagentes comerciais utilizados:

Nome Formula Quimica Marca
Acetato de sodio CH3COONa Merck
Acetonitrilo Lichrosolv® CH3CN Merck
Acido acético glacial C.H40; Merck
Acido bérico H3BO; Merck
Acido citrico CeHs07 Merck
Acido cloridrico HCL Merck
Alcool isoamilico CsH120 Sigma-Aldrich
Azul de bromofenol C19HoBrsNaOsS Merck
Brometo de etidio C21H20BrN; Sigma-Aldrich
Catecol CsHa(OH)2 Sigma-Aldrich
Cloreto de sodio NaCl Sigma-Aldrich
Cloroférmio CHCI3 Sigma-Aldrich
EDTA C10H14K2N20g.2H,0 Sigma-Aldrich
Etanol absoluto CH3CH,0H Merck
Glicerol C3Hg03 Sigma-Aldrich
Glicina C2HsNO; Merck
Glucose CeH1206 Merck
Hidrogenofosfato de sddio Na;HPO, Merck
Hidroquinona CeH4(OH)> Merck
Hidréxido de amoénio NH.OH Sigma-Aldrich
Hidréxido de sdédio NaOH Sigma-Aldrich
Hidroxido de potassio KOH Sigma-Aldrich
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Metalaxyl-M Pestanal® C15H21NO4 Sigma-Aldrich

Peroxido de hidrogénio Perhydrol® H20; Merck

SDS C12H25Na04S Sigma-Aldrich

Tartarato de sdédio e potassio KNaCsH406-4H:0 Sigma-Aldrich

TRIS C4H11NO3 Sigma-Aldrich

B - Lista dos equipamentos utilizados:

Nome Marca

Autoclave Uniclave 88

Balanga digital Metler Toledo A205

Camara de UV Gel Doc™ Bio-Rad

Espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 25

Leitor de microplacas automatico Biotek Instruments
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Anexo II: Solugdes e Meios de Cultura

A - Composig¢do quimica de algumas solugées utilizadas:

= Solucao de hidroquinona 0,01 M
Hidroquinona 011g
Agua bi-destilada 100 mL

= Solucao de glicina 0,2 M
Glicina 15¢
Agua bi-destilada 100 mL

= Solucao de acido citrico 0,1 M
Acido citrico 2,104 g
Agua bi-destilada 100 mL

= Solucao de hidrogenofosfato de sédio 0,1 M
Hidrogenofosfato de so6dio 177,99 g
Agua bi-destilada 100 mL

= Solucao de tampao de acido citrico/ hidrogenofosfato de sddio, pH 5,5
Solucdo de acido citrico 0,1 M 8,51 mL
Solucdo de hidrogenofosfato de s6dio 0,1 M 11,49 mL

= Solucao de tampao de acido citrico/ hidrogenofosfato de s6dio, pH 8,0
Solucdo de acido citrico 0,1 M 16,73 mL
Solugédo de hidrogenofosfato de s6dio 0,1 M 3,27 mL

= Solucio de hidroxido de amodnio 5N
Hidréxido de amoénio 2 mL
Agua bi-destilada 8 mL

= Solucio saturada de nitroprussiato de sédio
Nitroprussiato de s6dio 40¢g
Agua bi-destilada 100 mL

= Solucao de DNS

NaOH 2M 16¢g
DNS 1g
Tartarato de sédio e potassio 30g
Agua destilada 100 mL
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B - Composigdo quimica das solugées de biologia molecular utilizadas:

= Tampao de Lise, pH 8:

TRIS-HCI 50 mM 0,3030g
NaCl 250 mM 0,7305 g
EDTA 50 mM 0,9305g
SDS  0,3% 0,1500 g
Agua ultra-pura 50 mL

= Tampao de Extrac¢ao (TE), pH 8:
TRIS 10 mM 0,3029¢g
EDTA 1mM 0,0931¢g

= Tampao acetato de sddio 3M, pH 5,2:

Acetato de sddio 24,61g
Acido acético glacial g-b
Agua ultra-pura 100 mL

= Soluc¢ao de TE com RNAse (100 pg. mL-1):
Solucdo stock de RNAse 10 mg.mL-1 100 pL
Tampao de extracg¢do, pH 8 10 mL

= Solucao de corante stock 6 X

Azul de bromofenol 0,0025¢g
Xilenocianol 0,0025¢g
Glicerol 300 uL
TBE1X 700 pL
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C - Composi¢do quimica dos meios de cultura utilizados:

= Potato Dextrose Agar (PDA)

Potato Dextrose Agar, Merck 32g
Agua bidestilada 1L

= Tap Water Medium (TWA)

Agar, Merck 15g

Agua da torneira 1L

= Yeast Nitrogen Base (YNB)

Bacto Yeast Nitrogen Base, Hi Média 6,78
Agua bidestilada 1L

= Yeast Nitrogen Base com sacarose (YNBS)

Bacto Yeast Nitrogen Base, Hi Média 6,7¢g
Sacarose 5g
Agua bidestilada 1L
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Anexo III: Curvas de Calibracao
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Figura 17: Curva de calibragdo da sacarose pelo método do DNS modificado.

Os valores apresentados representam a média + desvio-padrdo de 4 réplicas.
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Figura 18: Curva de calibragdo dos padrées de metalaxil obtida por HPLC.

Os valores apresentados representam a média * desvio-padrdo de 4 réplicas.
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Anexo IV: Cromatogramas
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Figura 19: Cromatogramas obtidos aos 0 e 21 dias a partir de culturas de Zygomycetes: - (1) — Controlo Abidtico; (2) — R. Rid. CCMI

1004; (3) — A. glauca CBS 101.08; em meio YNB na presenca de

metalaxil na concentrag¢do de 100 mg.L'l.

a — Ftalimida; b — Metabolito ndo identificado; c — Metalaxil.
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Figura 19: (Continuacdo) Cromatogramas obtidos aos 0 e 21 dias a partir de culturas de Zygomycetes: (4) — C. simplex CCMI 244;
(5) - G. butleri CBS 179.28 e (6) — R. orizae CCMI 900, em meio YNB na presenca de metalaxil na concentragdo de 100 mg.L'l. a-—
Ftalimida; b — Metabolito ndo identificado; c — Metalaxil.
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Anexo V: Analise Estatistica

Tabela 5: Analise da variancia (ANOVA) do crescimento radial das estirpes de Rhizopus spp., Absidia spp., Circinella

spp. em meio YNB contendo um gradiente de fungicida comercial (0-100 mg.L™).

Fontes de variacao Soma de Graus de Média dos Valor de F Valor de p
guadrados liberdade quadrados (Sig.)
Entre grupos 78,008 7 11,144 387,615 0,000
Metalaxil Dentro dos grupos 0,230 8 0,029
Total 78,238 15
Entre os grupos 100,339 7 14,334 104,725 0,000
Metalaxil-M  Dentro dos grupos 1,095 8 0,137
Total 101,434 15

Tabela 6: Analise da variancia (ANOVA) do crescimento radial das estirpes de Gongronella spp. em meio YNB

contendo um gradiente de fungicida comercial (0-100 mg.L'l).

Fontes de variacéo Soma de Graus de Média dos Valor de F Valor de p
guadrados liberdade quadrados (Sig.)
Dentro dos grupos 5,808 12 0,484 10,733 0,000
Metalaxil Entre os grupos 0,586 13 0,045
Total 6,395 25
Dentro dos grupos 3,510 12 0,293 10,826 0,000
Metalaxil-M  Entre os grupos 0,351 13 0,027
Total 3,861 25
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Tabela 7: Comparagdo multipla de médias (Tukey HSD) do crescimento radial estirpes de Rhizopus spp., Absidia spp.,
Circinella spp. em meio YNB contendo um gradiente de metalaxil (0-100 mg.L'l).

Subgrupo para alpha = 0.05

Estirpes N
1 2

C. simplex CCMI 244 4 3,7000

A. coerulae CBS 104.08 4 3,7500

A. glauca CCMI 91 4 4.,0000

R. stolonifer CBS 244.62 4 5,2500

R. stolonifer Rid CCMI 1004 4 8,5000
R. stolonifer CCMI 1005 4 8,5000
R. orizae CCMI 900 4 8,5000
A. glauca CBS 101.08 4 8,5000
Sig. 0,653 1,000 1,000

Tabela 8: Comparagdo multipla de médias (Tukey HSD) do crescimento radial estirpes de Rhizopus spp., Absidia spp.,
Circinella spp. em meio YNB contendo um gradiente de metalaxil-M (0-100 mg.L'l).

Estirpes

N

Subgrupo para alpha = 0.05

2

3

U v Vv WP PXO

. simplex CCMI 244

. coerulae CBS 104.08

. glauca CCMI 91

. glauca CBS 101.08

. stolonifer CBS 244.62

. stolonifer Rid CCMI 1004
. stolonifer CCMI 1005

. orizae CCMI 900

Sig.

R T T - T S T N N

2,2500
3,0000
3,6000

0,074

3,0000
3,6000
3,8500

0,392

3,8500
5,2500

0,062

8,5000
8,5000
8,5000

1,000
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Tabela 9: Comparagdo miiltipla de médias (Tukey HSD) do crescimento radial estirpes de Gongronella spp. em meio
YNB contendo um gradiente de metalaxil (0-100 mg.L'l).

Subgrupo para alpha = 0.05

Estirpe N
1 2 3 4

G. lacryspora CBS 244.62 4 1,2000
G. lacryspora ATCC 244.12 4 1,3000
G. butleri CBS 216.58 4 1,5000
C. lacrymispora CBS 101.57 4 1,6250 1,6250
G. butleri CBS 228.36 4 1,9000 1,9000 1,9000
Gongronella. sp. CCMI 1000 4 1,9500 1,9500 1,9500 1,9500
G. butleri CBS 194.60 4 2,0000 2,0000 2,0000 2,0000
G. butleri CBS. 259.52 4 2,0000 2,0000 2,0000 2,0000
G. butleri ATCC 8989 4 2,0000 2,0000 2,0000 2,0000
G. butleri CBS 157.24 4 2,4500 2,4500 2,4500
G. sp. Rid CCMI 1001 4 2,5000 2,5000
G. butleri CBS 227.36 4 2,6000 2,6000
G. butleri CBS 179.28 4 2,7500
Sig. 0,070 0,058 0,148 0,070

Tabela 10: Comparagdo multipla de médias (Tukey HSD) do crescimento radial estirpes de Gongronella spp. em meio
YNB contendo um gradiente de metalaxil-M(0-100 mg.L'l).

Subgrupo para alpha = 0.05

Estirpe N
1 2 3 4 5

G. lacryspora ATCC 244.12 4 1,2000
G. lacryspora CBS 244.62 4 1,5000 1,5000
G. butleri CBS 216.58 4 1,6500 1,6500 1,6500
G. butleri CBS 179.28 4 1,7000 1,7000 1,7000 1,7000
G. butleri CBS. 259.52 4 1,8000 1,8000 1,8000 1,8000 1,8000
G. butleri CBS 228.36 4 1,9500 1,9500 1,9500 1,9500
G. butleri CBS 157.24 4 2,1000 2,1000 2,1000 2,1000
G. butleri CBS 194.60 4 2,1000 2,1000 2,1000 2,1000
C. lacrymispora CBS 101.57 4 2,2250 2,2250 2,2250
Gongronella. sp. CCMI 1000 4 2,2500 2,2500 2,2500
G. butleri ATCC 8989 4 2,3500 2,3500
G. butleri CBS 227.36 4 2,4000
G. sp. Rid CCMI 1001 4 2,4500
Sig. 0,085 0,085 0,085 0,052 0,052

67




Estudos de biodegradacao de fungicidas acilalanina por estirpes selecionadas de Zygomycetes

Tabela 11: : Andlise da variancia (ANOVA) do crescimento da biomassa (g.L'l) para as estirpes em estudo no ensaio de
degradagdo do metalaxil em meio liquido.

Soma de Graus de Média dos Valor de p
Fontes de variagé@o ) Valor de F )
guadrados liberdade quadrados (Sig.)
Entre os grupos 4,960 17 0,292 17,427 0,000
Dentro dos grupos 0,301 18 0,017
Total 5,261 35

Tabela 12: Comparagdo multipla de médias (Tukey HSD) do crescimento da biomassa (g.L'l) para as estirpes em
estudo no ensaio de degradagdo do metalaxil em meio liquido.

Subgrupo para alpha = 0.05
Grupos N
1 2 3 4 5
R. stl. Rid [14-21 dias] 4 0,0062
G. but [14-21 dias] 4 0,0171
A. glauca [7-21 dias] 4 0,0223
C. simplex [7-21 dias] 4 0,0298 0,0298
A. glauca [2-7 dias] 4 0,0474 0,0474
R. orizae [14-21 dias] 4 0,0508 0,0508
R. orizae [5-14 dias] 4 0,0573 0,0573
G. sp. Rid [3-14 dias] 4 0,0703 0,0703
G. sp. Rid [14-21dias] 4 0,0880 0,0880
G. but [3-14 dias] 4 0,0908 0,0908
C. simplex [2-7 dias] 4 0,1084 0,1084
R. stl. Rid [2-14 dias] 4 0,1194 0,1194
G. but [0-3 dias] 4 0,2507 0,2507 0,2507
C. simplex [0-2 dias] 4 0,5449 0,5449 0,5449
G. sp. Rid [0-3 dias] 4 0,7103 0,7103
A. glauca [0-2 dias] 4 0,7527 0,7527
R. stl. Rid [0-2 dias] 4 0,8791 0,8791
R. orizae [0-5 dias] 4 1,3003
Sig. 0,883 0,054 0,065 0,507 0,196
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Tabela 13: Analise da varidncia (ANOVA) da taxa de utilizagdo da sacarose (g.L™.dia™) para as estirpes em estudo no
ensaio de degradagdo do metalaxil em meio liquido.

Soma de Graus de Média dos Valor de p
Fontes de variagé@o ) Valor de F )
guadrados liberdade quadrados (Sig.)
Entre os grupos 57,744 17 3,397 125,939 0,000
Dentro dos grupos 0,971 36 0,027
Total 58,715 53

Tabela 14: Comparagdo multipla de médias (Tukey HSD) da taxa de utilizagdo da sacarose (g.L'l) para as estirpes em

estudo no ensaio de degradagdo do metalaxil em meio liquido.

Grupos

Subgrupo para alpha = 0.05

N

1

3

4 5

. orizae [3-5 dias]

. glauca [3-5 dias]
. stl. Rid [3-5 dias]
. simplex [3-5 dias]
. but [3-5 dias]

. sp. Rid [3-5 dias]
. sp. Rid [1-3dias]
. orizae [1-3 dias]

. simplex [1-3 dias]
. stl. Rid [1-3 dias]
. glauca [1-3 dias]
. but [2-3 dias]

. but [0-2 dias]

. stl. Rid [0-1 dias]
. simplex [0-1 dias]
. glauca [0-1 dias]
. sp. Rid [0-1 dias]

0 >0 06060 >»» O IJTOOO0OO I P> I

. orizae [0-1 dias]
Sig.

E N R S T S T - T > T ~ T - S - N - S - N S S N )

0,1276
0,1564
0,2634
0,2757
0,3348
0,3478

0,966

1,0357
1,0844
1,1914
1,2058
1,2160

0,995

1,8100
2,2962

0,067

2,2962
2,4458
2,5802
2,7366

2,4458
2,5802
2,7366
2,9451

0,144 0,053

2,7366
2,9451
3,2181

0,073
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Tabela 15: Analise da variancia (ANOVA) da taxa de degradagdo do metalaxil (mg.L'l.dia'l) para as estirpes em estudo

no ensaio de degradagao do metalaxil em meio liquido.

) Soma de Graus de Média dos Valor de p
Fontes de variagéo ) Valor de F )
guadrados liberdade quadrados (Sig.)
Entre os grupos 187,837 17 11,049 260,415 0,000
Dentro dos grupos 2,291 54 ,042
Total 190,128 71

Tabela 16: Comparagdo multipla de médias (Tukey HSD) da taxa de degradagao do metalaxil (mg.L'l) para as estirpes

em estudo no ensaio de degradagdo do metalaxil em meio liquido.

Subgrupo para alpha = 0.05
Grupos N
1 2 3 4 5 6 7 8
C. simplex [10-21 dias] 410,0172
G. sp. Rid [10-21 dias] 410,0368
R. stl. Rid [10-21 dias] 410,0411
G. but [10-21 dias] 410,0511
A. glauca [10-21 dias] 410,1360
R. orizae [10-21 dias] 410,2403 ] 0,2403
A. glauca [3-10 dias] 40,2866 | 0,2866 | 0,2866
R. orizae [2-10 dias] 410,4337(0,433710,4337
G. sp. Rid [3-10 dias] 40,4714 (0,4714(0,4714
R. stl. Rid [1-10 dias] 410,49890,4989 | 0,4989
G. but [10-21 dias] 4 0,7017 | 0,7017
C. simplex [0-2 dias] 4 0,8110| 0,8110
C. simplex [2-10 dias] 4 1,2967 | 1,2967
R. orizae [0-2 dias] 4 1,4352
R. stl. Rid [0-1 dias] 4 2,3065
A. glauca [0-3 dias] 4 2,9561
G. sp. Rid [0-3 dias] 4 5,0168
G. but [0-3 dias] 4 5,4099
Sig. 0,122] 0,167] 0,059 0,114 1,000 1,000 1,000 0,406

70




Estudos de biodegradacao de fungicidas acilalanina por estirpes selecionadas de Zygomycetes

Tabela 17: Analise da variancia (ANOVA) das percentagens de metalaxil remanescentes no estudo de degradagdo do

metalaxil na auséncia e na presenca de biomassa de Rhizopus stolonifer Rid CCMI 1004.

) Soma de Graus de Média dos Valor de p
Fontes de variacéo ) Valor de F )
gquadrados liberdade guadrados (Sig.)
Entre os grupos 12020,360 14 858,597 2701973,681 0,000
Dentro dos grupos 0,005 15 0,000
Total 12020,365 29

Tabela 18: Comparagdo multipla de médias (Tukey HSD) das percentagens de metalaxil remanescentes no estudo de
degradagdo do metalaxil na auséncia e na presenca de biomassa de Rhizopus stolonifer Rid CCMI 1004.

N Subgrupo para alpha = 0.05
Grupos
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Bio. viavel
4144,5284
R.sp.Rid.7d
Bio. viavel
4 45,2060
R.sp.Rid 5d
Bio.viavel
4 62,3352
R.sp.Rid 3d
Bio. viavel
4 74,6108
R.sp.Rid 1d
Bio. fi viavel
. 4 98,8511
R.sp.Rid 7d
Sem bio. 7d 4 98,9044
Bio.f viavel
. 4 99,0367
R.sp.Rid 5d
Sem bio. 5d 99,0380
Sem bio. 3d 99,3367
Bio.f viavel
4 99,3545
R.sp.Rid 3d
Bio.f viavel
4 99,8356
R.sp.Rid 1d
Sem bio.1d 99,8892
Sem bio. 0d 100,0000
Bio.f viavel
4 100,0000
R.sp.Rid 0d
Bio.viavel
_ 4 100,0000
R.sp.Rid 0d
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 ,257 1,000 ,999 ,251 1,000
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Tabela 19: Analise da variancia (ANOVA) das percentagens de metalaxil remanescentes no estudo de degradagdo do
metalaxil na auséncia e na presenca de biomassa de Gongronella sp. Rid CCMI 1001.

) Soma de Graus de Média dos Valor de p
Fontes de variagé@o ) Valor de F )
guadrados liberdade quadrados (Sig.)
Entre os grupos 14006,844 14 1000,489 17562707,030 0,000
Dentro dos grupos 0,001 15 0,000
Total 14006,845 29

Tabela 20: Comparagdo multipla de médias (Tukey HSD) das percentagens de metalaxil remanescentes no estudo de
degradagdo do metalaxil na auséncia e na presenca de biomassa Gongronella sp. Rid CCMI 1001.

N Subgrupo para alpha = 0.05
Grupos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Bio. viavel 4 41,32
R.sp.Rid.7d 49
Bio. viavel 4 48,86
R.sp.Rid 5d 13
Bio.viavel 4 56,60
R.sp.Rid 3d 90
Bio. viavel 4 58,71
R.sp.Rid 1d 66
Bio. i viavel
] 4 98,9067
R.sp.Rid 7d
Sem bio. 7d 4 98,9089
Bio.n viavel 4 99,03
R.sp.Rid 5d 80
99,33
Sem bio. 5d 4
67
Sem bio. 3d 4 99,5673
Bio.n viavel
_ 4 99,7859
R.sp.Rid 3d
Bio.fi viavel 4 99,84
R.sp.Rid 1d 59
) 99,88
Sem bio.1d 4
92
100,00
Sem bio. 0d 4
00
Bio.fi viavel 4 100,00
R.sp.Rid 0d 00
Bio.viavel 4 100,00
R.sp.Rid 0d 00
Sig. 1,000 | 1,000| 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000| 1,000
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