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RESUMO

A propagacdo de metais pesados no ambiente prejudica os seres Vivos € 0S Processos
ecossistémicos. Ainda que, certa quantidade de cobre e zinco seja exigida por seres vivos, em
alta quantidade eles afetam o funcionamento celular, acarretando graves complicagdes a saude.
Por essa razdo, ¢ necessario o uso de técnicas eficientes para remogao da contaminagdo do meio.
Dentre as formas de despolui¢do, pode-se fazer o uso combinado de técnicas como por exemplo
o uso de fungos associados a processos de fitorremediagdo. Os fungos do género Trichoderma
sdo bons promotores do crescimento vegetal, visto que eles sdo versateis na colonizagido do
meio, melhorando o crescimento vegetal e eliminando patogenos. A tolerancia do fungo é uma
caracteristica importante para os processos de fitorremediagdo assistidos por microrganismos.
Diante disso, esse trabalho teve por objetivo avaliar a tolerdncia de um isolado fingico de
Trichoderma asperellum ao zinco e o cobre, visando melhorar as condigdes de
biodegradabilidade desses metais. Para essa avaliagdo as cepas fingicas foram expostas a
concentracdes crescentes de zinco (360 mg-L™!, 720 mg-L™!, 1080 mg-L"!, 1440 mg-L"!, 1800
mg-L!) e de cobre (200 mg-L!, 400 mg-L!, 600 mg-L!, 800 mg-L!, 1000 mg-L!' ) em meio
de cultura sélido durante 5 dias. O efeito do Cu e Zn sobre o T. asperellum foi estimado através
do percentual de reducao no crescimento e nas diferencas de cada tratamento. O 7. asperellum
sobreviveu até 1000 mg-L! de cobre com uma redugio de 69,11% a 800 mg-L™!, j4 para o zinco,
o T. asperellum foi capaz de sobreviver até 1800 mg-L!, com uma redugio de 71,36% a 720
mg-L!. A aplicagdo de fungos do género Trichoderma aumenta o potencial de fitorremediagio,
visto que, melhoram o sistema de defesa vegetal e controlam patogenos, estimulando o

crescimento das plantas e melhorando as condi¢des de remogao desses metais.

Palavras-chave: metais pesados; resisténcia; biorremediacao; fungo promotor do crescimento

vegetal; microrganismos.



ABSTRACT

The spread of heavy metals in the environment harms living beings and ecosystem processes.
Although a certain amount of copper and zinc is required by living beings, in high amounts they
affect cellular functioning, causing serious health complications. For this reason, it is necessary
to use efficient techniques to remove contamination from the medium. Among the forms of
depollution, one can make the combined use of techniques such as the use of fungi associated
with phytoremediation processes. Fungi of the genus Trichoderma are good promoters of plant
growth, as they are versatile in colonizing the environment, improving plant growth and
eliminating pathogens. Fungal tolerance is an important feature for microorganism-assisted
phytoremediation processes. Therefore, this work aimed to evaluate the tolerance of a fungal
isolate of Trichoderma asperellum to zinc and copper, aiming to improve the conditions of
biodegradability of these metals. For this evaluation, the fungal strains were exposed to
increasing concentrations of zinc (360 mg-L!, 720 mg-L"!, 1080 mg-L", 1440 mg-L!, 1800
mg-L!) and copper (200 mg-L"!, 400 mg-L!, 600 mg-L!, 800 mg-L"!, 1000 mg-L!) in solid
culture medium for 5 days. The effect of Cu and Zn on T. asperellum was estimated through
the percentage of reduction in growth and the differences of each treatment. T. asperellum
survived up to 1000 mg-L™! of copper with a reduction of 69.11% at 800 mg-L™!, whereas for
zinc, T. asperellum was able to survive up to 1800 mg-L!, with a reduction of 71.36% at 720
mg-L!. The application of fungi of the genus Trichoderma increases the phytoremediation
potential, since they improve the plant defense system and control pathogens, stimulating plant

growth and improving the conditions for removing these metals.

Keywords: heavy metals; resistance; bioremediation; plant growth promoting fungus;

microorganisms.
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1 INTRODUCAO

A industrializa¢do ¢ a urbanizagdo intensificam a liberagdo de metais no ambiente,
incluindo solos, lagos, rios, aguas subterraneas e oceanos (MUDHOO; GARG; WANG, 2012).
Esses metais, em especial o cobre e zinco, sdo encontrados naturalmente na crosta terrestre e
estdo sendo cada vez mais liberados no meio ambiente a partir de dguas residuais industriais e
outras atividades humanas, aumentando o fluxo de substancias metalicas no ambiente aquatico
e terrestre (GAUTAM et al., 2016; BRIFFA; SINAGRA; SINAGRA, 2020).

Embora alguns metais como o Fe, Cu, Mn, Zn e o Ni componham-se nutrientes
essenciais € necessarios para varias fungdes fisioldgicas e bioquimicas, onde a caréncia pode
resultar em deficiéncia, doencgas ou sindromes, em alta quantidade eles afetam o funcionamento
celular, produzindo toxicidade (ANAND et al., 2006; ENGWA et al., 2019). Por essa razao,
tecnologias eficientes sdo necessarias para diminuir as concentracdes de metais para niveis
toleraveis com custo minimo e baixa manutengdo (LIU et al., 2020). Portanto, ao se constatar
uma contaminagdo, deve-se identificar o poluente e sua respectiva concentracdo para
posteriormente saber qual técnica de remediacao utilizar. A biorremediacao ¢ um processo de
tratamento que usa microrganismos para remover, reduzir, imobilizar ou transformar
contaminantes, presentes tanto em aguas subterrdneas quanto em solos, em substancias de
menor toxicidade, consistindo em uma técnica promissora para tratar a polui¢do por metais
(BRAUN et al., 2019).

Assim como a biorremediagdo, a fitorremediagao ¢ uma técnica de descontaminagao
classificadas como bioldgica, na qual consiste no uso de plantas como agente de purificagdo
dos ambientes aquaticos e terrestres (COUTINHO et al., 2015). Entretanto, para ocorrer
eliminacdo dos metais pesados pelas plantas, esses ions metalicos precisam estar na solu¢do do
solo, o que pode reduzir a eficiéncia devido o aumento da toxicidade, inibindo o crescimento
vegetal (FARIAS, 2018). Com isso, foi observado que alguns fungos conseguem colonizar os
tecidos das plantas trazendo beneficios a mesma, sendo nomeados como fungos promotores do
crescimento vegetal (FPCV) (BARELLI et al., 2016). Os fungos do género Trichoderma estao
entre os FPCV, uma vez que ele melhora o sistema de defesa vegetal e elimina diversos
patogenos, impulsionando o crescimento das plantas (LORITO et al., 2010; MARTINEZ-
MEDINA et al., 2011).

Entre as técnicas de biorremediacdo encontra-se a possibilidade de incluir ndo apenas
tratamentos fisicos e quimicos nos processos bioldgicos, mas também o uso de bactérias e

fungos tolerantes a metais pesados, associadas a processos de biodegradagdo, bioacumulagdo e
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biossor¢do (AYAD et al., 2018). Considerando que a biorremediacdo ¢ mediada por processos
metabolicos realizados por seres vivos, ¢ necessario que os organismos remediadores sejam
capazes de resistir ao agente contaminante e sobreviver mesmo em condi¢do de estresse
(SIDDIQUEE et al., 2015). Alguns fungos sdo versateis na colonizagdo do meio, pois podem
se adaptar e crescer sob véarias condigdes extremas de pH, temperatura, disponibilidade de
nutrientes ¢ uma alta concentragdo de metais (ANAND et al., 2006).

Considerando o potencial de se utilizar microrganismos na biorremediacdo de metais a
identificacdo de isolados microbianos tolerantes ¢ importante para se estabelecer novos
métodos de descontamina¢do ambiental. Uma das formas de se atestar a tolerancia ¢ pela
determinagdo das concentracdes minimas de metal que impedem o crescimento perceptivel das
cepas fungicas, ou seja, ¢ necessario definir os valores de concentragdo inibitéria minima
(CIM). Nesse contexto, o trabalho teve por objetivo avaliar quais concentragdes de zinco e
cobre o fungo Trichoderma asperellum tolera, visando melhorar as condigdes de remogao

desses metais.

2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metais pesados

Nos ultimos anos percebeu-se a importancia do gerenciamento da polui¢do ambiental e
seu controle devido aos materiais perigosos (FARIAS, 2016). Metal pesado ¢ um conceito
muito utilizado, sendo associado como uma substancia toxica, geralmente proveniente de um
descarte inadequado de um rejeito no meio ambiente (LIMA, 2011). Para Duffus (2002), o
conceito metal pesado tem sido utilizado como um grupo de metais e semimetais associados
com contaminacdes e potencial de toxicidade e ecotoxidade.

Os metais estdo presentes naturalmente em solos, rochas, sedimentos, d4guas e em seres
vivos geralmente como componentes naturais (FARIAS, 2016). Entretanto, quando
ultrapassam os limites da essencialidade no ambiente, comprometem ndo apenas a qualidade
da agua e do solo, mas também, processos de equilibrio ambiental (GONCALVES et al., 2015).

Desde o século XX, foram necessarias maiores quantidades de diferentes metais para
suprir as demandas impostas pelo desenvolvimento, intensificando o uso de metais pesados
(GUSMAO, 2004). Consequentemente, o aumento da concentragiio desses metais no ambiente

torna-se um problema ambiental e de satide publica da atualidade (SEREMETA, 2019).
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A forma como o metal estd presente no ambiente influencia diretamente na sua
toxicidade, sendo a mais toxica quando esse se encontra como cation ou ligado a cadeias
carbonicas (LIMA, 2011). Essas formas ocorrem principalmente em queima de combustiveis
fosseis, mineracdo e fundicdo de minérios metaliferos, residuos municipais, fertilizantes,
pesticidas, aditivos de lodo de esgoto, efluentes de industrias como galvanoplastia, curtumes,
fabricacdo de ago (CONGEEVARAM et al., 2007)

Por essa razdo, ¢ importante novos estudos em busca explorar novos microrganismos
tolerantes a metais potencialmente toxicos, visando sua possivel aplicacdo para a

biorremediacio de 4reas contaminadas (SAETA, 2021).

2.2 Cobre

Acredita-se que o cobre foi o primeiro metal a ser descoberto e trabalhado pelo homem
ha mais de 7000 anos (RODRIGUES, 2012). O cobre possui o simbolo Cu, ¢ um metal marrom
avermelhado no estado reduzido, apresenta quatro estados de oxidagdo: metalico (Cu), ion
cuproso (Cu®), fon cuprico (Cu*?) e 0 menos encontrado o ion trivalente (Cu**) (QUINAGLIA,
2006). Na natureza o cobre ¢ um elemento traco que pode estar presente como sulfeto, arsenito,
cloreto, carbonato e na forma elementar, podendo ser encontrado na agua, no solo e nas rochas
principalmente nos minerais cuprita, calcocita, calcopirita, malaquita e bornita (QUINAGLIA,
2006; RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2012; FARIAS, 2016).

Para os seres vivos, o ion cobre(Il) ¢ um elemento quimico essencial (RODRIGUES;
SILVA; GUERRA, 2012). Um homem adulto necessita de 2 mg de cobre por dia, sendo que o
corpo possui cerca de 100 a 150 mg do elemento (LEMOS et al., 2008). J& a ingestdao excessiva
leva a graves complicagdes a saude, podendo causar cancer e até mesmo a morte
(ANDREAZZA et al., 2013).

Devido a suas propriedades como maleabilidade, ductilidade, condutividade e
resisténcia a corrosao o cobre ¢ um metal utilizado principalmente na industria elétrica, linhas
de transmissdo, enrolamento de motores, como veneno agricola e algicida (GUSMAO, 2004;
QUINAGLIA, 2006). Desse modo, os residuos dessas atividades assim como a produgdo de
fertilizantes e esgotos domésticos e industriais sdo as principais fontes de poluicao do meio

ambiente por cobre (MASUTTI, 2004).
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2.3 Zinco

O zinco ¢ um metal de simbolo Zn sendo utilizado pela humanidade hd mais de 2500
anos (QUINAGLIA, 2006). Ele se apresenta como um metal brilhante de cor branco-azulada
(PINO, 2005). Na natureza, estd presente basicamente como acetato de zinco, cloreto de zinco,
estearato de zinco, sulfato de zinco, sulfeto de zinco, 6xido de zinco, carbonato de zinco € como
silicato (QUINAGLIA, 2006).

O zinco ¢ um elemento essencial e benéfico ao crescimento de plantas e animais, sua
privagdo pode levar ao nanismo, anorexia (falta de apetite), alopecia (queda de cabelos e barba)
e dificuldades de cicatrizagdo (QUINAGLIA, 2006). Além disso, esse metal é muito utilizado
na industria, principalmente em revestimento para prevenir a corrosao, fabricagdo de pinturas,
borracha, tintas e fabricacdo de ligas de latdo e bronze (PINO, 2005).

Apesar de estar presente naturalmente no ar, no solo e na agua e em quase todos os
alimentos (PINO, 2005). A maior liberacdo de Zn ocorre por atividades humanas como a
mineracdo, a produgdo de ago, a queima de derivados do petroleo e a incineracao de residuos
(ROCHA, 2017). Em sua forma metdlica, o Zn apresenta uma limitada biodisponibilidade
(LEMOS et al., 2008). Apesar disso, ao reagir com outras substancias quimicas, como acidos e
oxigénio, formam-se compostos potencialmente toxicos (RADHIKA; SUBRAMANIAN;
NATARAJAN, 2006).

A disposi¢ao inadequada do Zn nos corpos hidricos além de, reduzir o pH provoca a
retengdo desse elemento no fundo, aumentando a possibilidade de absor¢do e retencdo de
substincias quimicas no organismo das espécies aquaticas (QUINAGLIA, 2006). Em
sedimentos geralmente ocorre com a adsor¢ao sobre o ferro, 6xidos de manganés, argila mineral
e materiais organicos, conseguindo formar rejeitos perigosos como, por exemplo, o cloreto de

zinco, o 0xido de zinco e o sulfato de zinco (QUINAGLIA, 2006; ROCHA, 2017).

2.4 Biorremediacao

A biorremediacdo ¢ uma técnica em que organismos vivos, geralmente plantas ou
microrganismos, sao utilizados em um processo biotecnologico de remocao da poluigcdo ou
redugdo da toxicidade do poluente (GAYLARDE, 2005). Vérias técnicas de biorremediagao
tém sido aperfeigoadas e classificadas segundo o tratamento e a fase utilizada (MOREIRA,

2013). Entretanto, essas metodologias demandam monitoramento eficaz para determinar se a
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técnica de tratamento implementada esta se mostrando eficiente ou se estd comprometendo, de
forma negativa, o ecossistema local (CUNHA et al., 2008).

De acordo com Boopathy (2000), a biorremediagao oferece diversas vantagens entre
elas, a possibilidade de tratamento no local, baixo custo comparado a outras técnicas € maior
aceitacdo publica. Visto que, os problemas ambientais estdo progressivamente mais relevantes
para a humanidade, em fun¢do da compreensao de que os recursos naturais estdo cada vez mais
escassos, decorrentes da urbanizagao e poluicdo (CUNHA et al., 2008).

Existem certos microrganismos, que podem sobreviver em altas concentragdes de
metais e t€ém o potencial de acumular diferentes metais (ANAND et al., 2006). O uso de fungos,
apresenta algumas vantagens sobre as bactérias, como a capacidade de adsor¢do, acumulagao e
imobilizacao de metais pesados sofrendo pouca ou nenhuma agao toxica, principalmente devido
a sua alta capacidade metabdlica, em vista disso, sdo excelentes agentes para biorremediagdo
de solo e agua (DAVIS et al., 1993; COELHO, 2019). O convivio dos fungos na presenga de
metais pesados dependem do metal, organismo e ambiente (COELHO, 2019).

Quanto maior o periodo dos metais pesados no ambiente, mais custoso pode ser a sua
remediacao (D’ANNIBALE et al., 2005). Neste cenario, a pressao que os metais pesados
exercem nos microrganismos refletem nos mecanismos adquiridos por eles para remediar o seu

potencial toxico (FARIAS, 2016).

.....

Os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), ou MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) em inglé€s, significam as concentragdes minimas de metal que impedem o
crescimento perceptivel das cepas flngicas (LIAQUAT et al., 2021). Ou seja, o CIM ¢ definido
como a concentracdo mais baixa sem crescimento visivel apdés um periodo de incubagdo
prescrito e pode ser um indicador de toxicidade (JASPERS et al., 2014).

Os valores da CIM sao influenciados por diversos fatores, entre eles, a natureza do
microrganismo testado, a quantidade de in6culo, o tempo de incubagdo, a composicao do meio
de cultura e a condi¢des ambientais, tais como a temperatura, o pH e o arejamento
(MONTEIRO, 2011). Segundo Ostrosky et al. (2008), os meios de cultura devem promover um
crescimento conveniente aos organismos € ndo conter substincias adversas a atividade
antimicrobiana em estudo, sendo o método de diluicdo em dgar ¢ o mais utilizado, devido a

simplicidade de execugdo e ao baixo custo.
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Esse teste ¢ um método fisico, onde um microrganismo ¢ estimulado contra uma
substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido, logo € correlacionado o tamanho da

zona de inibig¢do de crescimento do microrganismo com a concentragao da substancia ensaiada

(OSTROSKY et al., 2008).

2.6 Trichoderma asperellum

Os fungos do género Trichoderma destacam-se entre os ascomicetos filamentosos
devido a sua alta adaptabilidade a diversas condi¢des ecoldgicas, desempenhando um papel
importante na saide do ecossistema (MUKHERIJEE et al., 2013; ZEILINGER et al., 2016).
Esses fungos sdo considerados seguros ao ambiente € ndo agressivos ao homem e demais
organismos nao-alvos (LONGA; SAVAZZINI; PERTOT, p. 174).

O Trichoderma tem amplo potencial de aplicacdo industrial e ecoldgico ja que eles ndo
apenas protegem as plantas eliminando outros fungos, pela producao de enzimas que degradam
a parede celular, mas também induzem resisténcia contra patogenos de plantas (SHARMA et
al., 2011; SILVA et al., 2016). Além disso, esse fungo melhora o crescimento e o vigor das
plantas, solubilizando os nutrientes (MUKHERIJEE et al., 2013).

Em consequéncia, as espécies de Trichoderma sao benéficas no controle de doengas em
plantas, em razdo de sua fung¢do na atividade de biocontrole, como tolerancia ao estresse biotico
e abiotico, crescimento de hifas e aporte a remoc¢ao de metais pesados e poluentes ambientais
presentes em aguas residuais e solos (SHARMA et al., 2011; MUKHERJEE et al., 2013).

Segundo Farias (2018), o Jacarandd Mimoso (Jacaranda mimosifolia D. Don) em
conciliagio com o fungo tem maior potencial de fitorremediacdo, condicionando maior
crescimento de raizes, maior acimulo de metais na planta e melhor translocacdao de metais das
raizes para a parte aérea

Datta (2015), observou que o Trichoderma F14 apresentou MIC de 1635 mg-L! (25
mM) para Zn. Liaquat et al. (2021), também observaram uma MIC do Tichoderma citronoviride
ao Cu de 600 mg-L™! (600 ppm) e uma MIC do Trichoderma reesei ao Cu de 800 mg-L™! (800
ppm). Errasquin e Vazquez (2003), observaram que o 7richoderma atroviride sobreviveu em
concentragdes entre 0 e 300 mg-L™! de cobre com niveis de biomassa quase constantes. No
entanto, o crescimento diminuiu drasticamente a 350 mg-L™!, onde foi observada uma reducio
de 80%, enquanto nenhum crescimento foi detectado a 400 mg-L!. Além disso, este

microrganismo conseguiu sobreviver até 750 mg-L! de zinco.
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3 METODOLOGIA

Realizam dois ensaios utilizando isolado fungico de Trichoderma asperellum em meio
de cultura com concentragdes de Cu (200 mg-L™!, 400 mg-L™!, 600 mg-L"!, 800 mg-L!, 1000
mg-L!) e Zn (360 mg-L!, 720 mg-L"!, 1080 mg-L!, 1440 mg-L!, 1800 mg-L™!). O isolado
fingico foi fornecido pela empresa H.T.M. Comercio e Laboratorios de Corretivos do Solo

LTDA e repicado duas vezes.

3.1 Manutencao do fungo

O meio de cultura foi preparado adicionando-se 39g do produto BDA (Sigma Aldrich)
em 1 litro de 4gua destilada em um béquer. Este foi disposto no agitador magnético com
aquecimento a fim de dissolver completamente. Apos esse processo, o meio foi esterilizado em
autoclave a 121°C por 20 minutos e posteriormente vertidos nas placas de Petri em camara de
fluxo e mantido até a solidificagdo do meio ocorrer.

A partir do inoculo de Trichoderma asperellum, foram realizadas duas repicagens em
novas placas de Petri com meio BDA. As placas foram submetidas a temperatura de 27°C por

11 dias obtendo a coloniza¢do do meio de cultura com porcdes jovens e esporulantes.

3.2 Solucio de sulfato de cobre

Foi preparada uma solugio estoque de sulfato de cobre na concentragdo 7,86 g L' e a
partir dela foram realizadas dilui¢des, com a finalidade de obter solugdes de sulfato de cobre
nas concentragdes de 200 mg-L! ; 400 mg-L! ; 600 mg-L!; 800 mg-L! e 1000 mg-L™! (Tabela
1).

Tabela 1 - Método de preparo da solugio sulfato de cobre nas concentragdes de 200 mg-L™' ;
400 mg-L! ; 600 mg-L!; 800 mg-L! e 1000 mg-L™.

Concentragio (mg-L1) Solu¢io estoque (ml) Agua destilada (ml)
200 18 162
400 36 144
600 54 126
800 72 108
1000 90 90

Fonte: A autora.
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3.3 Solucao de cloreto de zinco

Foi preparada uma solucdo estoque de cloreto de zinco na concentragdo 7,50 g L' e a
partir dela foram realizadas dilui¢des, com a finalidade de obter solu¢des de cloreto de zinco
nas concentra¢des de 360 mg-L!; 720 mg-L!; 1080 mg-L'; 1440 mg-L ' e 1800 mg-L . (Tabela
2).

Tabela 2 - Método de preparo da solucdo cloreto de zinco nas concentragdes de 360 mg-L!;
720 mg-L!; 1080 mg-L!; 1440 mg-L! e 1800 mg-L.

Concentracio (mg-L1) Solugio estoque (ml) Agua destilada (ml)
360 18 162
720 36 144
1080 54 126
1440 72 108
1800 90 90

Fonte: A autora.

3.4 Ensaio em meio solido

Para o preparo do meio de cultura contendo metais pesados, foi utilizado o produto Agar
Batata Dextrose (BDA) e as solucdes de zinco e cobre, essas foram autoclavadas a 121 °C,
durante 20 min. Ap0s a esteriliza¢do, o meio foi vertido nas placas de Petri em camara de fluxo
e mantidos até a solidificacdo do meio ocorrer. Todas as concentragdes foram preparadas em
quadruplicatas. Apos a solidificagdo, as culturas foram inoculadas com discos de 9mm do
Trichoderma asperellum e incubadas a 27°C durante cinco dias.

O efeito do Cu e Zn sobre o crescimento do 7. asperellum foi estimado medindo-se a
4rea de extensdo da colonia (cm?) em relagiio ao controle (meio sem metal), por fotografias das
placas de Petri, no programa AutoCAD. Ao inserir a imagem da placa de Petri no programa,
utilizou o comando dist medindo o didmetro da placa de Petri na imagem. Sabido que as placas
de Petri possuem 9 cm de diametro, divide-se esse didmetro pelo encontrado no comando dist,
resultando o fator de escala. Com o comando scale, seleciona a imagem e identifica o fator de
escala. Posteriormente, com a fotografia padronizada, utiliza o comando éarea obtendo o

resultado da 4area de extensdo da colonia (cm?) do T. asperellum.
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A partir da 4rea de extensdo da coldnia (cm?) do T. asperellum, foi determinado o
percentual de redug@o no crescimento e se um tratamento difere de outro com base em andlises

estatisticas.

3.5 Analise estatistica

Com a 4rea de extensdo da coldnia (cm?) foram realizados a andlise de variancia, o teste

de médias ((Tukey (p<0,05)) e a anélise de regressao dos dados no programa RStudio.

4 RESULTADOS

Neste estudo foi possivel observar que a menor concentragdo de zinco reduziu o
crescimento do 7. asperellum em 34,40% e em 32,31% para a menor concentragdo de cobre

(Tabela 3).

Tabela 3 — Percentual de redugdo no crescimento do 7Trichoderma asperellum e teste de médias,
nas quais seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

[Cu] o 9e Teste de [Zn] o iie Teste de
(mg-L) reducao do Tukey (mg-L) reducio do Tukey
T. asperellum T. asperellum

0 0 a 0 0
200 32,31 b 360 34,40 b
400 53,85 be 720 71,36 C
600 36,05 b 1080 89,63 cd
800 69,11 c 1440 87,42 cd
1000 76,60 C 1800 86,31 d

Fonte: A autora.

Com base no teste de Tukey € possivel observar que para o cobre, nas concentragdes de
200 mg-L!, 400 mg-L' e 600 mg-L"!, temos uma diferenca entre médias estatisticamente
insignificante, ou seja, as médias dos tratamentos sdo iguais. O mesmo pode ser observado para
as concentragdes 400 mg-L!, 800 mg-L! e 1000 mg-L™! . J4 para o zinco, é possivel observar
que a média da concentragio 360 mg-L! difere tanto do controle quanto das demais
concentragoes, entretanto, as concentragdes de 720 mg~L‘1, 1800 mg~L‘1 e 1440 mg~L‘l tem as

médias iguais, assim como, as concentragdes 1800 mg-L!, 1440 mg-L' e 1080 mg-L™! .
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Em relacdo ao controle as areas de crescimento do fungo 7. asperellum na presenca do

cobre e zinco encontram-se nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

Figura 1 - Crescimento do fungo Trichoderma asperellum na presenca do CuSO45H>O nas
concentragdes de : Controle (0 mg-L™!); 200 mg-L™! ; 400 mg-L! ; 600 mg-L'; 800 mg-L'; 1000
mg-L! apés 5 dias.

O0mg L-1 200mgI-1 400 mg -1 600 mgI.-1 800 mg I.-1 1000 mg L-1
(Controle)

Fonte: A autora.

Figura 2 - Crescimento do fungo Trichoderma asperellum na presenca do ZnCly nas
concentragdes de : Controle (0 mg-L'); 360 mg-L!; 720 mg-L'; 1080 mg-L'; 1440 mg-L;
1800 mg-L! apos 5 dias.

OmgL-1 360 mg -1 720 mg L-1 1080 mg -1 1440 mg I.-1 1800 mg L-1
(Con?l'ole)

Fonte: A autora.

Na Figura 3 € possivel observar que a area de crescimento do 7. asperellum ¢ dependente
da concentracgdo de cobre, ou seja, quanto maior a concentracdao, menor € a area de crescimento.
De modo igual ocorre no Figura 4, onde a area de crescimento do 7. asperellum ¢ dependente
da concentragdo de zinco. Para ambos os graficos o coeficiente angular da reta foi significativo

(p £0,05).
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Figura 3 - Area de crescimento do fungo Trichoderma asperellum, na presenga de CuSO45H,0
em meio BDA, em fun¢do da concentracdo de cobre apds cinco dias. As barras de erro indicam

o desvio padrao.
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Fonte: A autora.
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Figura 4 - Area de crescimento do fungo Trichoderma asperellum, na presenca de ZnCl, em
meio BDA, em fungdo da concentragdo de zinco apds cinco dias. As barras de erro indicam o

desvio padrao.

70,00

60,00 ¥
y =-29,79x* + 50,533*
2=0,7913

tn
2
=)
S

f oy
=
=
=

L

0
2
=)
S

Area de crescimento (cm?)

)
2
=)
S

0,00 -
0 360 720 1080 1440 1800

Concentraciio ZnCl, (mg L)

Fonte: A autora.

5 DISCUSSAO

Neste estudo, o Trichoderma asperellum foi submetido a um experimento para avaliar
sua capacidade de crescimento em meio BDA na auséncia e presenca de metais pesados zinco
e cobre, nas concentragdes de 360 mg-L™!, 720 mg-L™!, 1080 mg-L"!, 1440 mg-L!, 1800 mg-L™!
e 200 mg-L!, 400 mg-L!, 600 mg-L", 800 mg-L!, 1000 mg-L"!, respectivamente.

O presente estudo descreveu a tolerancia 7. asperellum ao cobre e zinco, indicando a
capacidade de ser utilizado em ambientes de descontaminacao desses metais. Apesar de ndo
encontrarmos a CIM devido a diminui¢do do crescimento desde a primeira dose de Cu e Zn, a
expansdo do 7. asperellum revela uma capacidade de crescimento em metais pesados em
concentracdes altas e variadas. Sdo fungos de crescimento rapido e competidores bem-
sucedidos por espago e nutrientes (ZEILINGER et al., 2016).

O T. asperellum sobreviveu em concentracdes de até 1000 mg-L™! de cobre. No entanto,

o crescimento diminuiu drasticamente a 800 mg-L"!, com uma reduciio de 69,11%. Para o zinco,
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o T. asperellum foi capaz de sobreviver em concentragdes mais elevadas, ou seja, até 1800
mg-L!, com uma redugdo de 71,36% a 720 mg-L™" .

Outros autores relataram niveis de tolerancia semelhantes aos relatados aqui. Por
exemplo, Errasquin e Vazquez (2003) observaram que o 7. atroviride sobreviveu em
concentragdes entre 0 e 300 mg-L! com niveis de biomassa quase constantes. No entanto, o
crescimento diminuiu drasticamente a 350 mg-L!, onde foi observada uma reducdo de 80%,
enquanto nenhum crescimento foi detectado a 400 mg-L™! . Além disso, este microrganismo foi
capaz de sobreviver em concentragdes mais elevadas de zinco, ou seja, até 750 mg-L™!, com
uma redug¢io mais gradual no crescimento, por exemplo, uma reducdo de 50% a 200 mg-L!

Segundo Datta (2015) o Trichoderma F14 apresentou CIM de 25 mM para Zn. Ja
Liaquat et al. (2021), observaram uma CIM do T. citronoviride ao Cu de 600 ppm e uma CIM
do Trichoderma reesei ao Cu 800 ppm. Entretanto, podemos observar que para o 7. asperellum,
tanto a concentragio de 360 mg-L™! de zinco quanto a concentragio de 200 mg-L™! de cobre ja
inibiram o crescimento do 7. asperellum, nao sendo possivel encontrar a CIM.

Ayad et al. (2018) demonstraram que o Trichoderma sp. reduziu o crescimento em
43,85% a 200 mg-L"! de cobre e nenhum crescimento foi observado a 800 mg-L™! de cobre. Ja
para o zinco o Trichoderma sp. cresceu até 4000 mg-L™'. Anand et al. (2006) relataram que o
Trichoderma viride teve biomassa constante até 3000 mg-L™! de Cu(Il), enquanto apenas 55%
e 14% de crescimento foi observado a 4000 e 5000 mg-L™! de Cu(II), respectivamente.

O género Trichoderma ¢ capaz de modificar a rizosfera de plantas, e produz uma
importante substancia de acido organico, como acido gluconico, &cido furdmico e citrico
(AYAD etal., 2018). Alem disso, os fungos do genero Trichoderma utiliza alguns mecanismos
de acdo no controle de patdgenos de plantas, como competicao, antibiose, parasitismo e indugao
de resisténcia, podendo ser utilizados um ou mais mecanismos ao mesmo tempo (LUCON;

CHAVES; BACILIERI, 2014).

6 CONCLUSAO

Em consequéncia da contaminacdo do ambiente por metais, causados principalmente
por praticas de disposicdo inadequadas de residuos e atividades industriais, verifica-se a
necessidade da remediacdo desses contaminantes. O isolado fungico de Trichoderma
asperellum tém a capacidade de resistir a altas concentragdes de cobre e zinco, 1000 mg-L! e
1800 mg-L!, respectivamente. A aplicagdo de fungos do género Trichoderma aumenta o

potencial de fitorremediacao, visto que, melhoram o sistema de defesa vegetal e controlam
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patdgenos, estimulando o crescimento das plantas e melhorando as condi¢des de remogao

,

desses metais. E necessario ainda encontrar a CIM, uma vez que, esse estudo apresentou

diminui¢do no crescimento desde a primeira dose de Cu e Zn.
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