OPEN
JOURNAL

SYSTEMS
ISSN: 2595-4431

Revista Brasileira de Meio Ambiente, v.12, n.2. 088-101 (2024)

Revista Brasileira de Meio Ambiente

Silva & Moreira

-0

P NN
- a®,u\ve " ,
ool s sue N
i S

Revista Brasileira de
Meio Ambiente

Andlise enzimatica de isolados de basidiomicetos e potencial de biorremediacao
do herbicida 2,4-D (acido 2,4-Diclorofenoxiacético)

Jodo Vitor da Silva "“'**, Jaqueline da Silva Coelho Moreira " "2

!Graduando em Engenharia Agrondmica, Instituto Federal do Parana, Brasil. (*Autor correspondente: joaoviitor639@gmail.com)
2Doutora em Ciéncias Bioldgicas (Biologia Celular), Instituto Federal do Parana, Brasil.

Histdrico do Artigo: Submetido em: 23/10/2023 — Revisado em: 24/04/2024 — Aceito em: 04/06/2024

RESUMO

Os basidiomicetos séo fungos filamentosos responsaveis pela degradacéo de matéria organica na natureza, processo que ocorre por
meio da sintese e liberacdo de determinadas enzimas. Essas enzimas, além de degradarem moléculas organicas naturais, possuem
potencial para a biorremediac&o de diversas moléculas quimicas sintéticas, entre estas, as presentes em efluentes liberados pela industria
téxtil, farmacéutica ou em residuos de agrotdxicos, como o herbicida 2,4-D, amplamente utilizado na agricultura. Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo priméario avaliar o potencial de producdo de fenoloxidases, lipases e celulases por cinco
basidiomicetos (FB1, FB2, FB3, FB4 e FB5) coletados no municipio de lvaipora - PR, assim detectando possiveis usos biotecnol6gicos
dessas cepas na biodegradacdo de poluentes ambientais e em outros processos biotecnolégicos. Apo6s as andlises de producéo
enzimatica, as cepas isoladas foram submetidas a um teste de tolerancia ao 2,4-D nas proporgdes de 3 e 5 g L do equivalente acido
do herbicida. Com excecéo do isolado FB4, que néo apresentou atividade de fenoloxidases, as demais cepas foram capazes de liberar
fenoloxidases, lipases e celulases nas condi¢des de cultivo impostas. Os isolados FB4 e FB5 destacaram-se na producdo de celulases,
enquanto a cepa FB3 foi responsavel pela maior acéo lipolitica. Nenhum dos fungos demonstrou tolerancia ao 2,4-D na proporcéao de
5 g L1, enquanto que a cepa FB1 foi tolerante a proporcéo de 3 g L™ do herbicida. Os resultados obtidos representam um ponto inicial
importante para estudos da aplicacdo desses fungos em processos de biorremediagdo de ambientes contaminados.

Palavras-Chave: Fungos, Basidiomicetos, Enzimas, Biotecnologia, Biorremediagao.

Enzymatic analysis of basidiomycete isolates and bioremediation potential of the herbicide
2,4-D (2,4- Dichlorophenoxyacetic acid)

ABSTRACT

Basidiomycetes are filamentous fungi responsible for the degradation of organic matter in nature, a process that occurs through the
synthesis and release of certain enzymes. These enzymes, in addition to degrading natural organic molecules, have the potential for the
bioremediation of several synthetic chemical molecules, including those present in effluents released by the textile and pharmaceutical
industries or in pesticide residues, such as the herbicide 2,4-D, widely used in agriculture. In this context, the present study had as its
primary objective to evaluate the production potential of phenol-oxidases, lipases and cellulases by five basidiomycetes (FB1, FB2,
FB3, FB4 and FB5) collected in the municipality of lvaipora - PR, thus detecting possible biotechnological uses of these strains in the
biodegradation of environmental pollutants and other biotechnological processes. After enzyme production analyses, the isolated
strains were submitted to a 2,4-D tolerance test in the proportions of 3 and 5 g L™ of the acid equivalent of the herbicide. Except for
isolate FB4, which did not show phenol-oxidative activity, the other strains were able to release phenol-oxidases, lipases and cellulases
under the imposed culture conditions. The FB4 and FB5 isolates stood out in cellulase production, while the FB3 strain was responsible
for the greater lipolytic action. None of the fungi showed tolerance to 2,4-D in the proportion of 5 g L%, while only the FB1 strain was
tolerant to the proportion of 3 g L of the herbicide.
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1. Introducéo

A aplicacdo de pesticidas € uma das principais préaticas responsaveis pela polui¢do do ambiente, fato que
vem aumentando gragas ao aumento populacional e consequente maior demanda por alimentos. Entre esses, 0
destaque fica com os herbicidas, que muitas vezes sdo aplicados em excesso ou de forma indevida, podendo
ser retidos no solo e/ou lixiviados, contaminando mananciais de agua e afetando organismos ndo-alvo
(Chowdhury et al., 2008).

O 4cido 2,4-Diclorofenoxiacético, sintetizado em 1941, foi o primeiro composto organico utilizado
como herbicida seletivo para o controle de dicotiledéneas, ja que espécies gramineas, de forma geral, toleram
aplicacGes desse composto (Oliveira-Junior, 2011). Enquadrado como ingrediente ativo extremamente téxico
(Classe 1) pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, o 2,4-D foi classificado como possivel cancerigeno
pela Organizacdo Mundial da Saude em 2015 (INCA, 2023). Ainda assim, os resultados de estudos sobre os
efeitos cancerigenos desse herbicida sobre seres humanos séo inconclusivos (Loomis et al., 2015). Segundo a
Portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021, o teor aceitavel de 2,4-D na agua para consumo no Brasil é de
30 ug L, enquanto na Unido Europeia esse limite ¢ de apenas 0,1 pg L? para cada pesticida e de 0,5 pg L*?
para o total de pesticidas na adgua para consumo, como especificado pela Diretiva (UE) 2020/2184 do
Parlamento Europeu e do Conselho de 16 de dezembro de 2020 sobre a qualidade da agua destinada ao
consumo humano (Brasil, 2021; UE, 2021).

A partir dos dados coletados por meio da avaliacdo de amostras de dgua de mananciais superficiais e
subterraneos e também de &gua tratada em diferentes municipios do Parana entre os anos de 2017 e 2019 , foi
possivel notar que o 2,4-D foi um dos ingredientes ativos mais preocupantes para a qualidade da agua tratada
no periodo de avaliacdo, por apresentar maior quantidade de residuos e em maiores concentragcdes (variando
de 0,17 a 0,64% do valor maximo tolerado) que, apesar de baixas, devem ser consideradas, uma vez que 0s
efeitos cronicos a longo prazo causados pela molécula ainda ndo sdo conhecidos (Secretaria da Salde do
Parana, 2019). Entre 2015 e 2016, em regides do estado de Sao Paulo, doses desse herbicida que excedem os
valores permitidos pela legislagdo para a protecdo da vida aquéatica foram detectadas em amostras de agua
subterranea e superficial (CETESB, 2019). Segundo Silva et al. (2022), a exposi¢éo ao 2,4-D é capaz de causar
efeitos letais em animais, principalmente em vertebrados aquaticos nas fases larval e adulta. A concentracéo
de 30 pg L* desse herbicida foi capaz de causar mudangas comportamentais, além de provocar lesdes no
epitélio branquial de peixes-zebra (Danio rerio) adultos (Oliveira, 2020). Além de animais aquaticos, a mesma
concentracdo afetou o desenvolvimento de embrifes de frangos (Gallus gallus domesticus) por meio de
alteraces morfolodgicas (Pinto, 2020).

Biodegradagcdo € o processo natural de decomposicdo de determinadas moléculas que alguns
microrganismos sdo capazes de realizar por meio de certos mecanismos fisiolégicos. A biorremediagdo é um
conjunto de técnicas que tira proveito de tais mecanismos para a remog¢do ou diminui¢do da quantidade de
compostos toxicos presentes no ambiente. Uma dessas técnicas € a utilizacdo de extratos enzimaticos brutos
ou parcialmente purificados, que se baseia na atividade catalitica de enzimas extracelulares, dessa forma ndo
havendo a necessidade do desenvolvimento dos microrganismos no ambiente, vantagem importante em
condi¢des em que ha auséncia de nutrientes. Essa técnica é segura e econdmica, sendo uma alternativa a
métodos fisico-quimicos mais caros (Lima & Sales, 2022).

Os basidiomicetos sdo fungos filamentosos entre os quais se encontra o grupo dos fungos da podriddo
branca, responsaveis pela degradacdo de matéria organica (biopolimeros) na natureza; processo que ocorre por
meio da sintese e liberacdo de determinadas enzimas (Boddy et al., 2008). Essas enzimas, além de quebrarem
moléculas orgénicas naturais, possuem potencial para a degradacao de diversas moléculas quimicas sintéticas
(Lundell, 2010). Uma vasta gama de estudos apresenta resultados positivos quanto aplicagdo de fungos da
podriddo branca na degradacédo de agrotdxicos, entre os quais estdo o DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano), o
TCDD (2, 3,7, 8-Tetraclorodibenzo-P-Dioxina), o benzo(a)pireno, as PCBs (bifenilas policloradas), o Lindano
(1,2,3,4,5,6- Hexaclorociclohexano) e diversos outros xenobidticos (Aust, 1990). Os fungos da podriddo
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branca crescem muito facilmente em substratos economicamente vidveis, como residuos agricolas, por
exemplo. Por conta da ampla especificidade e alto potencial oxidante das enzimas extracelulares, essas podem
ser empregadas na biorremediacdo de varios compostos distintos, liberando compostos pouco ou nada toxicos,
sendo passiveis a degradacdo por outros microrganismos. O sistema enzimético extracelular, além de ndo
necessitar de uma fase aclimatacdo, € capaz de atuar em substratos insolveis ou complexados ao solo,
caracteristicas que os tornam pouco acessiveis a a¢do de degradacdo por bactérias (Aust, 1990; Eerd, 2003).

Entre os grupos enzimaticos ligados a processos biotecnoldgicos estdo as fenoloxidases, lipases (EC
3.1.1.3) e celulases (EC 3.2.1.4), utilizados na producdo de detergentes, medicamentos, alimentos, téxteis,
papéis, biosenssores, cosméticos, biocombustiveis e no tratamento de efluentes (Kango et al., 2019;
Kunamneni et al., 2008; Messias et al., 2011). As fenoloxidases sdo as enzimas mais ativas na degradacao de
organoclorados, sendo que lacases (EC 1.10.3.2) e peroxidases (EC 1.11.1.7) liberadas por basidiomicetos
foram capazes de atuar na degradacéo do 2,4-diclorofenol, o metabélito primério proveniente da transformacao
do 2,4-D (Rodriguez et al., 2004; Tsujiyama et al., 2013).

Nesse contexto, 0 presente estudo teve como objetivos avaliar o potencial de producéo de fenoloxidases,
lipases e celulases por basidiomicetos, bem como analisar o potencial de biorremediagdo fungico em relagao
ao herbicida 2,4-D, dessa forma, detectando possiveis aplica¢des biotecnoldgicas desses organismos.

2. Material e Métodos

As etapas experimentais foram conduzidas no laboratério de Microbiologia e Fitopatologia do Instituto
Federal do Parana (IFPR) - Campus lvaipora. Para as analises laboratoriais, foi empregado o delineamento
inteiramente casualizado (DIC).

2.1. Isolamento dos basidiomicetos

Para a formacdo de in6culo, foram coletadas cinco amostras de fungos basidiomicetos classificados
como fungos da podriddo branca, em diferentes localidades do municipio de lvaipora - Pr. A partir das amostras
coletadas, recolheu-se trés seguimentos do basidiocarpo de cada um dos cinco fungos. Estes passaram por uma
etapa de desinfeccdo superficial, sendo mergulhados em alcool 70% por 30 segundos, em solucdo de
hipoclorito de sédio 2% por 30 segundos e, posteriormente, lavados com agua destilada autoclavada. Em
seguida, os segmentos de basidiocarpo foram depositados em placas de Petri contendo meio Agar Dicloran
Rosa Bengala (DRBC), previamente autoclavado a 121 °C por 15 minutos. As cepas foram catalogadas
segundo os seguintes cddigos: FB1, FB2, FB3, FB4 e FB5. As placas foram mantidas em local sem iluminagéo
a temperatura ambiente até que fosse observado o desenvolvimento dos micélios.

2.2. Purificagdo e armazenamento das culturas

Apo6s o periodo de incubacdo, o micélio visivel de cada fungo foi repicado, de forma em que as
contaminacdes fossem evitadas. Posteriormente, as amostras repicadas foram inoculadas em placas de Petri
contendo meio Agar Batata Dextrose (BDA) autoclavado a 121 °C por 15 minutos, permanecendo em estufa
bacterioldgica a temperatura de 28 °C até o desenvolvimento do micélio. As repicagens seguiram sendo
repetidas até que obtiveram-se culturas puras, que passaram a ser armazenadas a temperatura de
aproximadamente 4 °C.

2.3. Selecdo das cepas produtoras de enzimas

Todos os meios de cultura utilizados para a avaliacdo da atividade enzimética dos isolados foram
esterilizados em autoclave a temperatura de 121 °C por 15 minutos. Um disco micelial de aproximadamente 5
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mm de didmetro, obtido das col6nias purificadas em meio BDA, foi utilizado como in6culo em cada uma das
placas contendo os respectivos meios de cultura. Os testes foram realizados em triplicata para cada uma das
cinco cepas isoladas anteriormente. As placas foram acomodadas em estufa bacterioldgica a 28 °C, onde
permaneceram por cinco dias. Apos esse periodo, foram efetuadas medi¢Ges dos diametros da colénia e do
halo enzimatico.

2.3.1. Selecdo das cepas produtoras de fenoloxidases

Para avaliar a producdo de fenoloxidases, foram utilizadas placas de Petri contendo meio de cultivo
composto por: 15 g L de 4gar-agar, 15 g L* de extrato de levedura e 5 g L de glicose (CsHi206). No momento
do plagueamento adicionou-se acido galico (C7HsOs) autoclavado, a propor¢édo de 0,5% m/V (Davidson et al.,
1938).

2.3.2. Selecdo das cepas produtoras de lipases

Para avaliar a atividade lipolitica, foram utilizadas placas de Petri contendo meio de cultivo composto
por: 20 g L de &gar-agar, 5 g L™ de cloreto de s6dio (NaCl), 10 g L de peptona e 0,5 g L™ de carbonato de
célcio (CaCOs). No momento do plagueamento diluiu-se Tween® 80 (polissorbato) autoclavado, a proporcgéo
de 0,5 % m/V (Sierra, 1957).

2.3.3. Selecéo das cepas produtoras de celulases

Para avaliar a producéo de celulases, foram utilizadas placas de Petri contendo meio de cultivo composto
por: 20 g L* de agar-agar, 10 g L* de carboximetilcelulose (CMC), 3 g L de nitrato de sédio (NaNOs), 1 g
L de fosfato dipotassico (K:HPO.), 0,5 g L™ de sulfato de magnésio (MgSOs) € 0,5 g L de cloreto de potassio
(KCI). Apds o periodo de incubacéo, foram vertidos 10 mL de solugdo corante de vermelho congo 0,1% sobre
as culturas, que permaneceram por 15 minutos em repouso. Em seguida, acrescentou-se solucéo de cloreto de
sadio (NaCl) 0,5 M até que fossem totalmente cobertas, mantendo-as assim por 15 minutos, para que 0 excesso
de corante fosse retirado. Em sequéncia a lavagem dos meios, as medi¢des da coldnia e halo enzimatico foram
efetuadas (Teather & Wood, 1982).

2.4. Calculo do indice enzimatico
Seguindo a metodologia proposta por Hankin e Anagnostakis (1975), a partir dos valores obtidos pelos

diametros medios dos halos de degradagdo dos substratos enzimaticos, bem como das coldnias, calculou-se o
Indice enzimético (IE) para cada uma das cepas nos diferentes tratamentos da seguinte forma (Equacéo 1):

£ . . s Diametro do halo enzimatico
Indice Enzimatico (IE) = — —— — (1)
Diametro do micélio da coldnia

2.5. Andlise de tolerancia das cepas isoladas ao 2,4-D

Com objetivo de selecionar as cepas tolerantes ao 2,4-D, utilizou-se um meio de cultura a base de extrato
de bagaco de malte a 3% contendo os seguintes componentes: 3 g L™ de nitrato de sédio (NaNOs), 1 g L de
fosfato dipotassico (K.HPO4), 0,5 g L™ de sulfato de magnésio (MgSOs), 0,5 g L* de cloreto de potéssio (KCI),
10 g L de glicose (CsH1206) € 15 g L de 4gar-agar.
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Apbs a autoclavagem do meio a 121 °C por 15 minutos, foram adicionadas as aliquotas de 5g L™ e de
3 g L do ingrediente ativo presente na solucéo estoque de 2,4-D, que foi previamente filtrada por membrana
de filtragdo com poros de 0,45 um. Além disso, para o tratamento testemunha, 0 mesmo meio foi preparado
sem a adicdo de 2,4-D.

Em seguida, os meios foram plaqueados e, entdo, foi adicionado um disco de micélio de uma das cinco
cepas aferidas ao centro de cada placa. Os trés tratamentos foram realizados em triplicata, mantendo-se as
placas em estufa bacterioldgica a temperatura de 28 °C e realizando medicdes do didmetro médio do micélio
das coldnias diariamente até 40 dias apds a inoculagdo.

A taxa diaria de crescimento fangico (TDC) foi calculada para cada coldnia usando a equacao proposta
por Venancio et al. (2017) (Equacéo 2):

Dp—Dg

TDCay =, %0

(2)

Onde:

Dy= média dos trés diametros medidos no final do ensaio;
D.= diametro do disco no inicio do ensaio (5 mm);

tp-ta= intervalo de tempo de exposicao (em dias).

2.6. Obtencdo do extrato enzimatico bruto

O extrato bruto enzimaético foi obtido a partir do cultivo de amostras da cepa FB1 em um Erlenmeyer
de 500 mL contendo 30 g de bagaco de malte e 120 mL da solugéo nutritiva (3 g L™ de NaNOs, 1 g L de
K2HPQO,, 0,5 g L™ de MgSOs ¢ 0,5 g L de KCI), para que assim fosse obtida uma umidade de 80%. Apés a
autoclavagem do meio a 121 °C por 15 minutos, foram inoculados quatro discos miceliais de aproximadamente
13 mm sobre 0 meio solido. O frasco permaneceu em estufa bacteriolégica a 28 °C, até que o micélio tomasse
toda a superficie do meio. Nesse momento, interrompeu-se o cultivo por meio da adi¢do de 100 mL de agua
destilada gelada. A solucéo foi mantida a temperatura de 4 °C por uma hora e, em seguida, foi filtrada.

2.7. Avaliacdo da toxicidade do 2,4-D apds adicao do extrato enzimético bruto

Seguindo a metodologia adaptada de Sobrero & Ronco (2004), em Erlenmeyers cobertos por papel
aluminio, foram adicionados 60 mL do extrato bruto enziméatico e a mesma proporcéao de 2,4-D utilizada nos
testes de tolerancia (3 g L do equivalente acido). Os Erlenmeyers foram mantidos em banho-maria a 30 °C
por 24 horas. Apos isso, o filtrado foi subdividido e diluido em &gua destilada nas proporcdes de 10%, 20%,
50%, 80% e 100%.

Em sequéncia, 20 sementes de alface (Lactuca sativa) foram posicionadas em placas de Petri contendo
uma camada dupla de papel filtro saturado por 4 mL das diferentes dilui¢des da amostra (10, 20, 50, 80 e
100%) ou &gua (controle). Ap6s cinco dias em BOD a temperatura de 22 + 2 °C e sem iluminacdo, as sementes
germinadas (radicula > 1 mm) foram contadas e os comprimentos de radicula e hipocétilo foram medidos com
auxilio de régua milimetrada. Os dados foram representados como porcentagem absoluta de germinacdo e
crescimento relativo em comparagdo com o controle da seguinte forma (Equagdes 3 e 4):

Germinacgao absoluta(%) = ?—i 100 (3)
Onde:

GS = nlmero de sementes germinadas;
TS = nGmero de sementes totais.
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Crescimento relativo da radicula/hipocétilo(%) = % 100 (4)

Onde:
LS = comprimento médio da amostra;
LC = comprimento médio do controle.

2.8. AnaAlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA One-Way) e as médias
alcangadas foram comparadas por meio do teste Tukey a nivel de significancia de 5% (P < 0,05). Essas analises
foram realizadas por meio do software GraphPad Prism®,

3. Resultados e Discussao

3.1. Selecdo das cepas produtoras de fenol-oxidases, celulases e lipases

Pdde-se observar a producéo das enzimas extracelulares em questdo por meio da formacéao de halos
enzimaticos ao redor do micélio das colénias aferidas (Figura 2).

Figura 2 — Visualizagdo do micélio e halos enzimaticos apds periodo de incubagéo. A (superficie da placa) e B
(inferior da placa): cepa FB5 na presenca de acido galico; C: cepa FB5 na presenca de carboximetilcelulose;
e D: cepa FB2 na presenca de Tween® 80.
Figure 2 - Visualization of mycelia and enzymatic halo after the incubation period. A (plate surface) and B
(plate bottom): FB5 strain in gallic acid presence; C: FB5 strain in carboxymethylcellulose presence;
and D: FB2 strain in Tween® 80 presence.

Fonte: Os autores.
Source: The authors.

A liberacéo de fenoloxidases foi sinalizada por um halo marrom-escuro formado por melaninas fangicas
provenientes da oxidagdo do acido galico, fendmeno que ¢ conhecido como “Reagdo de Bavendamm”
(Davidson et al., 1938). Quando o Tween® 80 ¢ hidrolisado, ocorre a precipitacdo de um halo opaco formado
por cristais de célcio, o que possibilita a deteccdo da acdo lipolitica dos fungos testados (Sierra, 1957).

O vermelho congo possui alta capacidade de interagcdo com a carboximetilcelulose. Desse modo, quando
a CMC é hidrolisada por celulases e 0 meio é submetido a lavagem com solucdo salina, a area onde a reacao
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de hidrolise ocorreu perde a coloracdo avermelhada caracteristica do corante, assim destacando-se do restante
do meio (Teather & Wood, 1982).
Os dados dos indices enzimaticos se encontram no grafico a seguir (Figura 3).

Figura 3 — Produgao de enzimas pelos isolados flingicos.
Figure 3 - Enzymes production by the fungal isolates.

4.0- : a

B2
[1rB2

indice Enzimatico (DH/DC)

Fonte: Os autores.
Source: The authors.

Das 5 cepas isoladas, 4 apresentaram formacdo de fenoloxidases extracelulares com coloracdo de halo
intensa, sendo que apenas a cepa FB4 ndo apresentou atividade de fenoloxidases nas condigdes testadas, o que
tornou esse resultado bastante positivo se comparado aos de Conceigdo et al. (2005), que observou a formacao
de halo oxidativo em apenas 43% dos 257 fungos estudados, sendo que somente 9% destes apresentam
coloragdo intensa. Os IE para essas enzimas ficaram abaixo de 1,5, o0 que demonstra um baixo potencial de
producdo de enzimas fenoloxidases, devido a ndo apresentarem IE >2 (Abe et al., 2015).

Todos os isolados apresentaram atividade lipolitica com IE < 1,5, exceto o isolado FB3, que se destacou
na producdo dessas enzimas, atingindo IE significativamente maior (IE = 3,4). Esse valor de IE para lipases é
consideravelmente maior do que os encontrados na literatura. Para fungos isolados da madeira o IE maximo
foi de 2,5 (Peraza-Jiménez et al., 2021) e para micro-organismos isolados de diferentes pontos de um parque
estadual, o IE méximo foi de 2,96 (Luz, 2014).

As lipases sdo amplamente utilizadas industrialmente, como na producdo de biodiesel, de alimentos e
bebidas, de detergentes e nas indUstrias téxtil e farmacéutica (Messias, 2011). Atualmente, as principais fontes
comerciais de lipases sdo bactérias, leveduras e fungos ascomicetos, sendo escassos 0s estudos sobre a alta
producdo dessas enzimas por basidiomicetos (Nath & Kango, 2022). Dessa forma, a cepa FB3 apresenta um
alto potencial biotecnoldgico ligado a sua acgdo lipolitica acima dos dados encontrados na literatura.
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Para celulases, todas as cepas apresentaram atividade com IE < 2. Os isolados FB4 e FB5 apresentaram
producdo de celulases significativamente maior do que os outros isolados, sendo IE = 1,89 e IE = 1,56,
respectivamente. Esses valores sdo similares aos encontrados por Behera et al. (2014) em bactérias e em fungos
degradadores de madeira por Sanchez-Corzo et al. (2021).

3.2. Andlise de tolerancia das cepas isoladas ao 2,4-D

Comparativamente ao desenvolvimento das col6nias em meio BDA, todos os isolados tiveram um
rapido crescimento micelial em meio de cultura a base de bagaco de malte a 3% sem a adi¢do do herbicida
(testemunha), o que demonstra a eficacia dessa composi¢do de meio (Tabela 1). A composi¢do do meio de
cultura é crucial para o crescimento e producdo de biomoléculas por micro-organismos. Os residuos
agroindustriais sdo considerados excelentes fontes para esse propésito, uma vez que fornecem as moléculas
necessarias ao desenvolvimento fingico, como celulose, hemicelulose e lignina. Neste trabalho, a escolha do
bagaco de malte foi feita com base na disponibilidade regional e no desenvolvimento efetivo do micélio das
cepas estudadas. Além disso, a reutilizagdo desse residuo da industria cervejeira para cultivar fungos reflete
em uma reducdo do seu acumulo no ambiente, contribuindo de forma efetiva para a sustentabilidade do
processo.

Tabela 1 — Crescimento das cepas em meio sem adicdo de 2,4-D (testemunha).
Tabela 1 - Growth of strains in medium without addition of 2,4-D (control).

Diametro das Colbnias analisadas (cm) ap6s periodo de incubagéo

Cepa _ - - TDC (mm dia™)
2 dias 3 dias 4 dias

FB1 2,25 +0,03 4,77 £ 0,03 6,93+0,13 1,61

FB2 2,88 £0,20 5,08+0,14 7,00 £ 0,00 1,62

FB3 2,03+0,28 4,28 +0,33 6,50 £ 0,26 1,5

FB4 2,63+0,33 4,17 +0,15 5,63 +0,25 1,28

FB5 2,45 £ 0,05 4,93+0,15 7,18 £0,16 1,67

Fonte: Os autores.
Source: The authors.

Quando 2,4-D foi adicionado ao meio de cultura na proporcdo de 5 g L™ do equivalente 4cido do
ingrediente ativo, nenhuma das cepas apresentou crescimento, 0 que aponta que essa dose excede o limite
tolerado pelos fungos estudados. A auséncia de desenvolvimento difere-se do que foi observado em um
experimento em que o basidiomiceto Lentinus crinitus foi submetido a uma dose de 2,4-D semelhante (5,025
g L do equivalente 4cido), ja que o micélio da col6nia demonstrou crescimento similarmente ao tratamento
testemunha, divergindo-se do presente trabalho pelo modo de aplicagdo do herbicida, que foi adicionado a
superficie do meio ja solidificado (Serbent et al., 2020).

Apobs a exposicdo a proporcéo de 3 g L™ do equivalente 4cido de 2,4-D, somente a cepa FB1 apresentou
crescimento, mostrando-se assim tolerante & molécula do herbicida nas condi¢des estudadas (Tabela 2).

A molécula de 2,4-D apresenta alta solubilidade em &gua, portanto, tem sido detectada em amostras de
agua em todo o mundo, sendo considerado um risco para todos o0s organismos (Silva et al., 2022). No estado
do Parand, o 2,4-D e a atrazina foram considerados os agrotéxicos mais preocupantes, uma vez que
apresentaram a maior ocorréncia de residuos nas amostras de agua e a maior concentracdo, sendo detectados
em &guas tratadas, superficiais e subterrdneas em concentragdes que variaram de 0,193 pg/L a 0,387 pg/L
(Secretaria da Saude do Parand, 2019).
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Tabela 2 — Analise de tolerancia das cepas isoladas ao 2,4-D na proporc¢do de 3 g L™ do equivalente acido.
Table 2 — Tolerance analysis of isolated strains to 2,4-D in the proportion of 3 g L* of the acid equivalent.

Diametro das Colbnias analisadas (cm) ap6s periodo de incubagéo

Cepa _ _ - - TDC (mm dial)
15 dias 25 dias 32 dias 40 dias

FB1 1,48 £0,10 2,33+0,14 2,93 +£0,20 3,77+0,21 0,08

FB2 050 05+0 05+0 05+0 -

FB3 050 050 050 050 -

FB4 050 05+0 05+0 05+0 -

FB5 050 05+0 05+0 05+0 -

Fonte: Os autores.
Source: The authors.

Atualmente, os fungos basidiomicetos tém sido reconhecidos como efetivos agentes degradadores de
moléculas poluentes, como os herbicidas. Varios estudos tém sido direcionados aos componentes bioquimicos
desses fungos que podem agir nas moléculas poluentes, reduzindo sua toxicidade ou promovendo a sua
mineralizagdo. Neste estudo, foi possivel selecionar uma cepa de basidiomiceto tolerante ao 2,4-D por sua
capacidade de crescimento em meio solidificado contendo 3 g L-1 do herbicida. A taxa diaria de crescimento
fungico para a cepa FB1 se encontrou muito proxima dos valores encontrados para os fungos Pleurotus
pulmonarius e Tyromyces pulcherrimus em condic¢des de cultivo similares (Serbent et al., 2020). Embora as
proporcdes avaliadas sejam muito superiores aquelas ja passiveis de causar efeitos prejudiciais agudos em
algumas espécies de animais (Silva et al., 2022), a tolerancia de fungos a altas concentracGes de pesticidas
reflete o grande potencial desses micro-organismos em metabolizar a molécula poluente, demonstrando que
possuem potencial para aplicacBes biotecnoldgicas, como a biorremediacdo de ambientes contaminados por
pesticidas.

A contaminagdo ambiental por herbicidas e outros produtos usados na agricultura é uma das grandes
preocupagdes em todo o mundo. Ha varios anos, existe a busca por métodos de descontaminagéo efetivos que
ndo agridam o meio ambiente, como a aplicacdo de micro-organismos e/ou suas enzimas para degradar esses
compostos toxicos. Nesse sentido, a capacidade de degradacdo de 2,4-D foi confirmada em espécies de
basidiomicetos, como Rigidoporus sp., o qual degradou 100% do herbicida apds 6 dias de cultivo (Nguyen et
al., 2022) e Phanerochaete chrysosporium, que mineralizou 50% do 2,4-D apds 24 horas de cultivo (Valli e
Gold, 1991).

3.3. Avaliacdo da toxicidade do 2,4-D ap6s adicdo do extrato enzimético bruto

A testemunha apresentou uma média de crescimento radicular de 0,5 £ 0,27 cm, enquanto a média de
crescimento do hipocétilo foi de 1,15 + 0,09 cm, com uma taxa de germinacao de 81,67 + 10,41%. Nenhum
outro tratamento apresentou germinagdo considerdvel pela metodologia (radicula > 1 mm), portanto, o
crescimento relativo para estas foi nulo, o que demonstra que a degradacédo do 2,4-D por enzimas extracelulares
possivelmente presente no extrato bruto ndo foi suficientemente efetiva para reduzir a toxicidade do herbicida.

Recentemente, a degradacdo do 2,4-D em diferentes tampdes (pH 4 e pH 7) foi analisada, observando-
se que parte do herbicida foi degradada por um extrato fangico rico em lacases apds 5 horas de incubacédo. Os
autores relataram que o pH influencia a degradacdo do agrot6xico, bem como a estabilidade das lacases. Além
da acéo das lacases na via de degradacgéo do 2,4-D, alguns estudos observaram uma reducdo na degradagéo do
2,4-D quando a colbnia fangica foi cultivada na presenca de inibidores do citocromo P-450, um sistema
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enzimatico intracelular envolvido na degradacédo de poluentes (Nguyen et al., 2022; Nykiel-Szymanska et al.,
2018).

No presente estudo, ndo foi possivel observar efeito semelhante com extrato enzimatico extracelular da
cepa FB1 cultivada em meio liquido a base de bagaco de malte. Além dos fatores destacados acima, outros
podem ter influenciado esse resultado, como o envolvimento de sistemas enziméticos intracelulares na
degradacdo de 2,4-D, a baixa concentracdo de enzimas no meio de reacdo, a auséncia de mediadores
enzimaticos ou a alta concentracéo de pesticida utilizada.

4. Conclusao

Todas as cepas de basidiomicetos isoladas apresentam capacidade de secrecdo de enzimas
fenoloxidases, lipases e celulases, com exce¢do da FB4, a qual ndo foi identificada como produtora de
fenoloxidases. Portanto, € necessario explorar biotecnologicamente o poder enzimatico desses isolados de
basidiomicetos, visto que suas enzimas apresentam capacidade para reduzir a contaminagdo ambiental causada
por pesticidas.

O isolado FB1 é capaz de se desenvolver em altas concentracBes de 2,4-D, em comparagdo com 0s
outros isolados estudados, contudo, 0 seu extrato enzimatico bruto ndo é capaz de reduzir a toxicidade do
herbicida sobre as sementes de alface, indicando que enzimas intracelulares podem ser essenciais no processo
de degradacdo de 2,4-D por essa cepa. Assim, os resultados obtidos representam um ponto inicial para avaliar
de forma mais consistente a aplicagdo de fungos na descontaminagdo de ambientes poluidos com o herbicida
2,4-D.
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