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Resumo
A pulverizacdo com fungicidas € um dos métodos mais recomendados para
manejo de doencas presentes na vitivinicultura. Muitos fatores afetam a
ecologia do solo, denfre eles o uso excessivo de fungicidas e outros
agrotoxicos utilizados na agricultura. Os microrganismos sdo capazes de
degradar uma grande variedade de compostos quimicos sintetizados pelo
homem. O presente trabalho teve como objetivo isolar fungos filamentosos de
solos contaminados com fungicidas dicarbamatos e selecionar 0s
microrganismos com potencial biorremediacdo.O isolamento se deu através
da metodologia de diluicdes seriada, sendo a selecdo dos micro-organismaos
realizada através inoculacdo pontual do fungo em meio BDA, suplementado
com concentracdoes de 0, 1000, 2000, 3000 e 4000 ppm de mancozeb. Os
isolados fungicos foram submetidos a teste de velocidade de crescimento em
substrato composto por solo,turfa e palha, para verificacdo de capacidade
de desenvolvimento. Com a metodologia de microcultivo, foi possivel realizar
a indentificacdo macroscodpica e microscopica das culturas dos fungos
isolados de solo de vinhedos,destacam-se os Aspergillus sp., Penicillium sp. e
Fusarium sp., sendo Aspergillus sp. 0 género que apresentou mais capacidade

de degradacdo.
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1 INTRODUCAO

A producdo de vinhos no Brasil se desenvolveu a partir do século XIX,
quando os imigrantes italianos iniciaram a fabricagcdo da bebida
principalmente na regido Sul. A vitivinicultura brasileira, principalmente a do
estado de Santa Catarina, estd passando por uma transformacdo que trata-
se de uma atividade importante para a sustentabilidade da pequena
propriedade no Brasil, que tem se tornado igualmente relevante no que se
refere ao desenvolvimento de algumas regides, com a geracdo de emprego
em grandes empreendimentos, que produzem uvas de mesa € uvas para
processamento (MELLO, 2013).

Dentfre os fatores que podem afetar negativamente a producdo da
vitivinicultura, destacam-se os ligados as doencas. A aplicacdo intensiva de
agrotoxicos  (herbicidas, inseticidas e fungicidas) pela agricultura
convencional € uma importante fontfe de contaminacdo do ecossistema
eddfico, compromete a atividade da biodiversidade microbiana do solo e
representa perigo foxicolégico para a populagcdo humana em geral.

Dentre as inUmeras tecnologias para remediacdo, destaca-se a
biorremediacdo, como uma opc¢do para promover a destoxificacdo do local
ou a remocdo de elementos contaminantes. A estratégia de biorremediacdo
consiste na utilizacdo de processo ou atividade bioldgica por meio de
organismos Vvivos, que possuam a capacidade de modificar ou decompor
determinados poluentes, transformando, assim, contaminantes em
substancias inertes (JACQUES, 2010).

De modo especial, os fungos sdo considerados biodegradadores
eficientes pois possuem carcteristicas como a bioatividade e o crescimento
morfoldgico, que os tornam potencialmente melhores degradadores do que
as bactérias. Além disso, os fungos sdo capazes de crescer sob condicoes

ambientais de estresse como meios com baixos valores de pH, pobres em
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nutrientes e com baixa atfividade de dgua, favorecendo o seu
desenvolvimento diante de outros microrganismos (DAVIS;WESTLAKE,
1978).Uma alternativa para tratamento in loco dos residuos da lavacdo dos
pulverizadores com compostos metabdlitos de mancozeb é utilizando-se
reatores bioldgicos, conhecidos como Biobeds cuja principal funcdo é reduzir
as concentracdoes dos pesticidas presentes nos efluentes através da sua
adsorcdo no substrato do reator e sua biodegradacdo pela populacdo

microbiana presente no meio.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Local da pesquisa

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram coletados amostras de solos
contaminados de diferentes propriedades rurais de Videira- SC. A andlises
microbiolégicas foram readlizadas nos laboratérios de pesquisa de
microbiologia, instalados nas dependéncias da Universidade do Oeste de

Santa Catarina, campus Videira.

2.1.2 Coleta de amostras de solo

As amostras foram coletadas em trés dreas diferentes de plantio de
videiras, com utilizacdo intensiva de fungicidas dicarbamatos, no municipio
de Videira- SC. A coleta pontual foi realizada na drea contaminada, com uma
profundidade de até 1m, utilizando um coletor manual com 50 mm de
di@metro. Apds as amostras foram acondicionadas em pldsticos e levados em
temperatura ambiente até a universidade. As mesmas passaram por um

processo de secagem ao ar, por um periodo de 5 dias.

2.1.3 Isolamento de fungos de solos contaminados
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Para isolamento dos fungos, andlises foram realizadas a partir de solo
contaminado com fungicidas dicarbamatos, através da técnica de diluicdes
seriadas, onde 25 g de amostra de solo foram homogeneizadas em 225 ml de
dgua peptonada 0,1% (diluicdo 10-1). Foram realizadas trés diluicdoes para
cada amostra. As mesmas posteriormente foram semeadas (0,1 ml) em placas
de petri contendo meio PDA (potato-dextrose-agar) acidificado, com auxilio
de uma alca de drigalsky. As placas passaram por incubacdo a 28°c, durante

3 dias para desenvolvimento dos microorganismos.

2.1.4 Selecdo dos microrganismos para biorremediacdo

A selecdo dos micro-organismos foi realizada através inoculacdo
pontual do fungo em meio BDA, suplementado com diferentes
concentracdes de mancozeb: 0, 1000, 2000, 3000 e 4000 ppm. Para tanto foi
inoculado pontualmente no centro da placa de petri, uma amostra de 1Tm?
do fungo, sobre a superficie do meio de cultivo.

Os cultivos foram mantidos em estufa a 30°c por 5 dias, sendo medido o
di@metro da drea recoberta pelo fungo, em quatro direcdes, a cada 24 horas.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.1.5 Teste de velocidade de crescimento em substrato

Para o teste de crescimento em substrato, foram avaliados os isolados
fungicos que mostraram maior potencial de biorremediacdo a fungicidas nos
testes anteriores. Como substratos foram ufilizados solos coletados de locais
contaminados com dicarbamato, de solos sem histérico de contaminacdo
por esses fungicidas e substrato de utilizado como leito para biobed,
constituido de palha, solo e turfa.

Os substratos foram esterilizados duas vezes, por uma hora, com
intervalo de 24h, apds receberdo diferentes concentracdes de mancozeb (O,
1000, 2000, 3000 € 4000 ppm). Os mesmos foram acondicionados em tubos de

ensaio e inoculados um disco de cultura dos fungos com maior potencial para
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degradacdo de fungicidas dos testes anteriores. Os frascos foram submetidos
a uma temperatura de 28°C. O crescimento fungico foi avaliado a cada
24h,por 30 dics.

2.1.6 Identificacdo fungica

A identificacdo de fungos filamentosos tem, como fundamento, a
observacdo da morfologia da colénia e aspectos microscopicos. A andlise da
coldnia visou observar cor, textura e estruturas microscoépicas..

Foram avaliados 4 fungos que obtiveram melhor desempenho na
degradacdo de mancozeb. Pra inicio do teste foi utilizada a técnica de
microcultivo para identificacdo de aspectos microscopicos.

Colocado sobre uma sobre uma Idmina esterilizada, contida em uma
placa de Petri estéril, um cubo de dgar BDA. A I&mina esteve sobre um suporte,
formado por dois palitos. Semeado o fungo escolhido ja cultivado em repique
recente apds foi recoberto com com uma laminula esterilizada.Para
conservacdo de umidade,um pequeno chumaco de algoddo estéril Umido
em dagua destilada, foi colado na placa de Petri, evitando assim a
dessecacdo do meio de cultura, durante o crescimento do fungo.

Apos 4 dias de crescimento em temperatura de 28°C, foi retirado a
laminula para andlise microscopica.Pingado uma gota de corante azul de
algoddo e observado em microscopio Optico, anotando assim suas

caracteristicas.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Isolamento de fungos de solos contaminados

Apds 3 dias de incubacdo, as placas foram retiradas da estufa, para
andlise de crescimento de coldénias. O isolamento foi realizado pela técnica
de esgotamento por estrias. Apds isolamento, os fungos foram mantidos

preservados em tudo inclinado contendo meio de cultura PDA.
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2.2.2 Selecdo dos microrganismos para biorremediacdo

A andlise do desenvolvimento fungico nas placas de petri com meio de
cultura contendo diferentes concenfracdes de mancozeb, foi feita com 8
microrganismos diferentes. Foi avaliado o crescimento por 7 dias.

Através da observacdo macroscopica, foram selecionados 4 fungos
considerados com bom desempenho de crescimento durante tempo
determinado de incubacdo A escolha foi dada através do critério de alto
desenvolvimento em placas contendo 4000ppm de mancozeb, maior
concentracdo dada neste experimento.

Como mostra o Grdfico 1, os fungos que mostraram melhor
desenvolvimento em alta concentracdo, sdo nomeados como 2P,2M,3V e 3
respectivamente.

Nas placas contendo os fungos 1S,ET,2-01, o crescimento se deu de
maneira mais lenta, mostrando dificuldade de desenvolvimento em
tratamentos contendo 4000 ug.mL-1 de fungicida. J& na placa contendo o
microrganismo denominado 2-0 ndo houve crescimento, podendo
desconsiderar a andlise, sendo o fungo inibido totalmente na presenca de
Mancozeb.

Verifica-se que embora o Mancozeb seja um fungicida eficiente no
controle de pragas fungicas na macieira e tenha acdo deletéria no solo, os
fungos estudados foram capazes de se desenvolverem na presenca do

mesmo em algumas concentracdes conforme Figura 1.

2.2.3 Teste de velocidade de crescimento em substrato

Foram escolhidos os quatro fungos com melhores desenvolvimento de
crescimento jd mencionados no teste anterio, sendo eles denominados como
2P,2M, 3V E 3.Deste modo, o crescimento em tubos de ensaio com 0 mesmo
substrato utilizado no leito do Biobed, foi acompanhado durante 30 dias.

O desenvolvimento no tfratamento controle com auséncia de

mancozeb comecou a ser verificado apenas apds quarto dia de incubacdo.
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No Ultimo dia de fratamento a amostra em que mais demonstrou
desenvolvimento foi a qual continha o fungo denominado de 3, podendo ser
visualizado um crescimento de 2/3 do tubo contendo concentracdo de 4.000
ug.mL-1. O fungo 2P demostrou crescimento médio de 3cm no fratamento
com maior concentracdo de fungicida ao fim da andlise. Na amostra com
aplicacdo de 4.000 uyg.ml-1 de mancozeb, o fungo 3V se desenvolveu de
modo mais lento, atingindo somente 1,5 cm de substrato. Na presenca da
maior concentracado, foi observado um crescimento final de 1cm na amostra
contendo o fungo 2M.

Embora todos os fungos utilizados tenham se desenvolvido de forma
considerdvel no substrato do biobed contaminado com fungicida, o fungo 3
ganhou destaque devido sua alta capacidade de crescimento.

2.2.4 |dentificacdo FUngica

A identificacdo foi dada através de avaliagcdo macroscopicas e
microscopicas das culfuras, observando a morfologia das colonias. As
caracteristicas macromorfoldgicas avaliadas consistram no tamanho da
colénia, caracteristicas dos bordos, textura e pigmentacdo.

Dentre os fungos filamentosos isolados de solo de vinhedos, foram
identificados os seguintes: Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp.. Fungos
de podriddo-branca sdo os mais conhecidos capazes de transformar
compostos orgd@nicos (SUTHERLAND, 1992). No entanto outros organismos
como Cunninghamella sp., Penicillium sp. e Aspergillus vem mostrando sua
capacidade de degradar ( LAUNEN et al., 1995).

O fungo 3 que apresentou maior desenvolvimento no teste de
crescimento em substrato, foi idenfificado como género Aspergillus. Essa
espécie apresenta conidiéforo, presenca de hifas septadas hialinas com
ramificacdo em dangulo agudo, conforme figura 2. J& as caracteristicas
macroscopicas apresentaram coloracdo branca, lisa e com textura
algodonosa.

A identificacdo dos micro-organismos presentes contribui para com seu

uso futuro a fim de atender as exigéncias para o conhecimento da
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biodiversidade e aproveitamento dos recursos genéticos. Com a grande
variedade de fungo, torna-se muito dificil distingui-las suas espécies, devido G
alta similaridade das caracteristicas morfoldgicas. Os méetodos moleculares
mais tradicionais para deteccdo detalhadas de fungos dependem de andlise
diretas de PCR.

O uso das técnicas moleculares se fornou importante ferramenta na
identificacdo de fungos flamentosos. Estas técnicas possuem a vantagem de
apresentar um processo rapido e de alta sensibilidade e ndo estdo sujeitas aos
varios fatores que podem afetar a caracterizacdo morfoldgica dos fungos, de
tal forma que podem ser utilizadas para uma abordagem complementar e
mais abrangente, possibilitando solucionar duvidas taxondmicas (Mello et al.,
2011).

A técnica de exitracdo e sequenciamento de DNA para identificacdo
de fungos filamentosos ndo foi realizado neste trabalho, devido a alguns
inconvenientes ocorridos no cronograma de estudo. Deste modo, fica
necessario a realizacdo do método, em uma futura pesquisa, para obtencdo

de maiores detalhes sobre os fungos isolados neste estudo.

3 CONCLUSAO

Com os métodos In vitro, foi possivel estudar a degradacdo do fungicida
pelos fungos. Apesar da presenca de subst@ncia toxica alguns fungos
conseguiram se desenvolver, mesmo de forma lenta em solos contaminados.
Estes resultados trazem o indicativo que, os quatro isolados apresentaram um
desenvolvimento satisfatério nos meios contendo 1000, 2000,3000 e 4000 ppm
do fungicida. Desta forma apontando a possibilidade do uso destes na
biorremediacdo de solos contaminados pelo mancozeb em concentracdes
de até 4000 ug.mL.

A identificacdo e o isolamentos de fungos, auxiliam no estudo da
técnica de biorremediacdo através de micro-organismos para eliminacdo de

pesticidas do solo. O frabalho demonstra que os locais contaminados com
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dicarbamatos, consistern em uma boa fonte de microrganismos para estudos
de biorremediacdo desses mesmos poluentes.

Com ainoculacdo de um fungo € possivel ter uma maior eficiéncia da
degradacdo dos pesticidas no Biobed, porém, serd necessdrio o estudo sobre
0 género e capacidade do microrganismo. Vdrios fatores influenciaram nos
resultados das andlises, sendo assim, feste com diferentes tipos de substratos
para desenvolvimento do micélio, seria uma alternativa para verificar se
haveria desenvolvimento do fungo mesmo na presenca de concentracoes
maiores.

A tecnologia ainda vem sendo testada e adaptada. Com os resultados
desta pesquisa, € possivel compreender a rota metabdlica utilizada pelos
microrganismos, readlizar estudos de toxicidade e biodegradagcdo dos
metabdlitos formados. Assim, haverd a implementacdo de sistemas de
producdo mais seguros e ambientalmente mais corretos, de modo que solo,
atmosfera e dgua tenham sua contaminacdo significativamente reduzida, em

beneficio das atuais e futuras geracoes.
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Grdfico 1- Taxa de Crescimento fungico em concentracdo de 4000ppm
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Figura 01-Desenvolvimento em placa de petri com 4000ppm de mancozeb
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Figura 2- Microscopia Aspergillus
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Fonte: Fonte da imagem

Titulo da imagem

Fonte: Fonte da imagem

ARTIGO




ARTIGO

Fonte: Fonte da imagem

ﬁ 0Z0¢ - VYI3AIA OSIONN OVSN3ALX3 3 VSINOSId ORNVYNNV w




