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RESUMO

MALLMANN, Gilvani Carla. Meétodos ecotoxicologicos na avaliagdo do efeito de
agrotoxicos sobre fungos micorrizicos arbusculares. 2020. 178p. Tese de Doutorado em
Ciéncia do Solo. Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncia do Solo, Lages, 2020.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) constiuem um grupo de organismos que
estabelecem simbiose do tipo mutualista com a maioria das espécies de plantas, estdo
associados a diversas fungdes ecossistémicas e sdo considerados um grupo-chave importante
na avaliacdo do risco de poluentes no solo. O objetivo geral deste trabalho foi ampliar o nUmero
de informacdes existentes sobre os protocolos ecotoxicolédgicos ja existentes para a fase pre-
simbiotica, além de desenvolver e validar método de avaliacdo para a fase simbidtica do ciclo
de vida dos FMAS, visando contribuir para o uso dos desses fungos na analise de risco ecoldgico
de agrotoxicos no solo. Em ensaios de nivel inferior (lower-tier), realizados em substrato
artificial, ndo foi observada a existéncia de estabilidade da resposta da germinacéo de esporos
ao longo de trés geracdes de cultivo dos isolados Gigaspora albida SCT200A e Rhizophagus
clarus RIN102A e nem a existéncia de um padréo de resposta da germinacéo entre isolados de
diferentes procedéncias geogréaficas dessas mesmas espécies quando testados com os fungicidas
Clorotalonil, Mancozebe e Metalaxil-M (nas concentragdes de 0, 10, 25, 50 e 100 mg kg™') e a
acido borico (0, 100, 250, 500, 750 e 1000 mg kg™). Para esses resultados determinou-se valores
de concentracéo de inibicdo - CI (Clso, Clxo € Clio) €, a partir dos valores de Clyo estabelecidos
e do calculo das PECiniciai para Clorotalonil (1,98 mg kg?), Mancozebe (3 mg kg?) e para
Metalaxil — M (0,16 mg kg™), foi possivel apontar que o Clorotalonil oferece potencial risco
para a germinacdo de isolados de G. albida. Em avaliacGes do efeito de agrotéxicos sobre
caracteristicas da simbiose micorrizica realizada em sistema in vitro, envolvendo FMA da
espécie R. clarus e raizes transformadas de chicoria (Cichorium intybus L.) sob aplicacdo de
concentragdes crescentes de Clorotalonil (0; 0,5; 1; 1,5; 3; 6; 12 e 24 mg kg™) em meio de
cultura, indicaram efeito do fungicida sobre o percentual de colonizacdo total, permitindo a
determinacéo de Clyo (4,6 mg kg™?) e Clio (2,4 mg kg™). Os resultados indicaram auséncia de
efeitos para o percentual de colonizacdo por arbusculos e vesiculas, producdo de esporos e
comprimento micelial extrarradicular total (CMET) nesse mesmo sistema de avaliagéo.
Avaliacdes de caracteristicas da simbiose realizadas em experimentos in vivo, com inoculacdo
de esporos de G. albida e R. clarus em soja e braquiaria, sob concentragdes crescentes de
Clorotalonil (0; 12; 18; 24; 36; 48 e 72 mg kg™) em substrato artificial, apontaram para efeito
do fungicida sobre todas as varidveis avaliadas (colonizagdo total e arbuscular; nimero de
esporos e CMET). Determinaram-se os valores de Clso, Cloo € Clio, para todas as variaveis e,
das Clyo estabelecidas mais o calculo da PECinicial, identificou-se potencial risco da presenca do
Clorotalonil no ambiente para colonizagdo total e CMET no experimento e nimero de esporos.
Resultados do experimento de semi-campo (do tipo Terrestrial Model Ecosystem), coletado em
Cambissolo e que avaliou o efeito da aplicagéo de concentragdes crescentes de Clorotalonil (0,
375, 750, 1500, 3000, 7500 e 15000 g ha), sobre caracteristicas da simbiose micorrizica
estabelecidas com as raizes de plantas de soja, ndo apresentaram efeitos para variaveis
relacionadas a colonizacgéo dessas raizes (colonizacao total, por arbisculos esporos e vesiculas).
Ja 0 numero de esporos e CMET foram afetados pelas aplicacfes de Clorotalonil em doses
menores do que a de recomendacio para a cultura (1500 g ha'* do ingrediente ativo).

Palavras-chave: Efeito de agrotdxicos. FMA. Germinacao de esporos. Simbiose micorrizica.






ABSTRACT

MALLMANN, Gilvani Carla. Ecotoxicological methods to evaluate the effect of pesticides
on arbuscular mycorrhizal fungi. 2020. 178p. PhD Thesis in Soil Science. Santa Catarina
State University (UDESC). Graduate in Soil Sciences Program. Lages, 2020.

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are a group of organisms that establish symbiosis of the
mutualistic type, with most plant species, are associated with several ecosystem functions and
are considered an important key group in the assessment of the risk of pollutants in the soil.
The aim of this study was to expand the information on already existing ecotoxicological
protocols for the pre-symbiotic phase, in addition to developing and validating an evaluation
method for the symbiotic phase of the FMAs life cycle, aiming to contribute to the use of these
fungi in the analysis of ecological risk of pesticides in the soil. In lower-tier assays no stability
in spore germination response was observed over three generations of cultivation of Gigaspora
albida SCT200A and Rhizophagus clarus RIN102A isolates, or the existence of a germination
response pattern between isolates of the same species, but with different geographical origins
when tested with the fungicides Chlorothalonil, Mancozeb and Metalaxyl-M (at concentrations
of 0, 10, 25, 50 and 100 mg kg™*) and boric acid (0, 100, 250, 500, 750 and 1000 mg kg™). For
these results, the inhibition concentration values - IC (ICso, 1C20 and 1C10) were determined and,
based on the established of 1C1o values and the PECinitial calculation for Chlorothalonil (1,98
mg kg1), Mancozeb (3 mg kg™) and Metalaxyl-M (0,16 mg kg™), it was possible to point out
that just Clorotalonil offers a potential risk for the germination of G. albida isolates.
Assessments of the effect of pesticides on aspects of mycorrhizal symbiosis performed in an in
vitro system, involving R. clarus AMF and transformed chicory roots (Cichorium intybus L.)
under application of increasing concentrations of Chlorothalonil (0, 0.5, 1, 1.5, 3, 6, 12 and 24
mg kg?), indicated the effect of the fungicide on the percentage of total root colonization,
allowed the determination of 1C2 (4.6 mg kg™) and IC10 (2.4 mg kg™). Even, in this data set,
results indicated non-significant effects for the percentage of colonization by arbuscules and
vesicles, spore production and extraradical hyphal length. The evaluations of symbiosis
characteristics performed in in vivo experiments, with inoculation of G. albida and R. clarus
spores in soybean and brachiaria, under application of increasing concentrations of
Chlorothalonil (0; 12; 18; 24; 36; 48 and 72 mg kg™), pointed to the effect of the fungicide for
all the variables evaluated (total and arbuscular colonization; number of spores and extraradical
hyphal length). The values of ICso, 1C20 and IC10 were determined for all variables and from
IC10 values plus PECinitia calculation, was identified the potential risk of the presence of
Chlorothalonil in the environment of total colonization and extraradical hyphal length in
experiment 1 and number of spores in experiments 1 and 4. Results of the semi-field experiment
(Terrestrial Model Ecosystem type), collected in Cambisol and with evaluation the effect of
Chlorothalonil in increasing concentrations (0, 375, 750, 1500, 3000, 7500 and 15000 g ha)
on characteristics of the arbuscular mycorrhizal symbiosis established with the roots of soybean
plants, they did not show effects for variables related to the colonization of these roots (total
colonization, arbuscular, spores and vesicles colonization). The number of spores and total
extraradical hyphal length were affected by applications of Chlorothalonil in lower
concentrations than that recommended for the culture (1500 g ha™* of the active ingredient).

Key words: Pesticides effect. AMF. Spore germination. Mycorrhizal symbiosis.
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1 INTRODUCAO GERAL

Estudos sobre substancias adicionadas ao solo e seus efeitos nos organismos terrestres
sdo complexos devido a ampla gama de fatores que se inter-relacionam nesse ecossistema.
Atualmente, para realizar a avaliagéo e quantificacdo desses efeitos, faz-se uso de metodologias
padronizadas e de organismos-chave como bioindicadores. Quando aplicadas, de forma a
considerar os efeitos das substancias nos diferentes niveis de complexidade das relacGes
existentes no solo, essas metodologias compdem o que chamamos de ‘Analise de Risco
Ecoldgico — ARE’.

A ARE compreende um conjunto de métodos de coleta, avaliacdo, organizacao e anélise
de dados ambientais para estimar o risco a que receptores ecolégicos (espécies, populacdes,
comunidades) ou ecossistemas estdo expostos considerando uma determinada substancia (VAN
GESTEL, 2012; EFSA, 2017b). E um processo realizado em niveis estruturados, ou TIERs. Se
uma avaliagdo preliminar (lower tier) indicar potencial risco para determinada substancia ou
estressor, a avaliacdo é ampliada (intermediate e higher tiers) a fim de determinar o impacto
em condicBes mais realistas do ponto de vista ambiental (FINIZIO; VILLA, 2002; EFSA, 2015,
2017a).

Duas abordagens diferentes sdo possiveis para uma ARE: a retrospectiva e a
prospectiva. A abordagem retrospectiva compreende a avaliagdo do risco ecoldgico em
ambientes ja contaminados e permite estabelecer prioridades para a redu¢do ou remediacdo dos
riscos, além de fornecer subsidios para o gerenciamento desses locais (VAN GESTEL, 2012;
EFSA, 2017b). A abordagem prospectiva visa prever impactos futuros do uso de substancias
para 0s ecossistemas a partir a avaliacdo dos efeitos tdxicos observados em um nimero de
espécies indicadoras, expostas a diversas concentracdes da substancia-teste (VAN GESTEL,
2012; NIVA et al., 2016). Essa abordagem tem sido amplamente recomendada para a avaliacdo
do risco de agrotdxicos no solo (EFSA, 2017a, 2017b).

Os subsidios para as tomadas de decisdo dentro de uma ARE sdo fornecidos pela
ecotoxicologia, um ramo da toxicologia que estuda os efeitos de substancias ou estressores
sobre o0s ecossistemas em diferentes niveis de organizagdo bioldgica. E uma juncéo de pesquisas
sobre 0o ambiente natural (ecologia) e de pesquisas sobre as interacdes das substancias quimicas
toxicas com organismos vivos individuais (toxicologia) (CARDOSO; ALVES, 2012; BHAT,
2013). Os organismos mais utilizados em avaliacbes ecotoxicologicas terrestres, sdo

organismos ndo-alvo pertencentes a fauna do solo, além de ensaios com germinagao de plantas.
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Os microrganismos desempenham funcdes essenciais na manutencdo dos ecossistemas
e fornecem informagdes que contribuem efetivamente na interpretagdo dos efeitos atribuidos as
perturbacdes no solo (BOSSIO et al., 2005), mas até 0 momento, nenhum grupo-chave de
microrganismos foi integrado em esquemas de ARE para organismos do solo. Entretanto, a
necessidade de se recomendar os microrganismos como objetivos de protecdo nas avaliagdes
do risco de substancias no solo, com foco em agrotoxicos, j& tem sido apontada e discutida
(EFSA, 2017a). Para tanto, algumas lacunas ainda precisam ser preenchidas, seja considerando
quais seriam 0s organismos/grupos da microbiota mais adequados para uso nos esquemas de
ARE, seja adaptando ou desenvolvendo metodologias aplicaveis, eficientes e padronizaveis
capazes de fornecer respostas para os efeitos de substancias sobre esses organismos, ja que
protocolos para esses grupo-chave no solo ainda sdo escassos.

Dentre os diversos grupos de microrganismos do solo, os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) constituem um grupo de aproximadamente 333 espécies (AMF
PHYLOGENY, 2019) que estabelecem simbiose do tipo mutualista, com a maioria das espécies
de plantas. Os FMA pertencem ao Filo Glomeromycota, sdao simbiontes obrigatérios e s
completam seu ciclo de vida quando associados a um hospedeiro. Essa caracteristica permite
dividir o ciclo de vida dos FMAs, em duas fases tipicas: a fase pré-simbidtica e a simbidtica.

A fase pré-simbiodtica consiste da germinacdo dos esporos, formacdo do tubo
germinativo e da producdo/alongamento de um micélio pré-simbidtico (GIOVANNETTI,
AVIO; SBRANA, 2010; MAIA; SILVA; GOTO, 2010). A germinacdo pode acontecer mesmo
sem a presenca de um hospedeiro, utilizando as reservas energéticas proprias dos esporos. No
processo de germinacdo, 0s esporos inicialmente absorvem &gua/nutrientes, aumentam de
tamanho e passam a sintetizar uma serie de compostos necessarios para a continuidade do
processo (GIOVANNETTI; AVIO; SBRANA, 2010; MAIA; SILVA; GOTO, 2010).
Sequencialmente, ocorre divisdo celular e acumulo de material onde sera o formado o tubo
germinativo (algumas espécies sdo capazes de formar varios tubos germinativos), desenvolve-
se um micelio inicial de hifas asseptadas, que forma uma rede micelial com extensao variavel
entre os individuos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; MAIA; SILVA; GOTO, 2010. Apos certo
periodo de crescimento, se ndo encontra um hospedeiro, esse micélio comeca a formar septos
na hifa (indicando senescéncia), o citoplasma recua e seu desenvolvimento cessa (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006; GIOVANNETTI; AVIO; SBRANA, 2010; MAIA; SILVA; GOTO, 2010).

A fase simbidtica do ciclo de vida, parte do sucesso da germinagéo dos esporos (embora
a colonizacéo por outras formas de propagulo como fragmentos de raiz colonizado ou hifas

extrarradiculares também seja possivel), do crescimento do micélio pré-simbidtico e da
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“comunicagdo quimica” entre simbionte e hospedeiro, que permitem o reconhecimento e
promovem alteragdes no metabolismo de ambos permitindo o inicio da simbiose (BERBARA;
SOUZA; FONSECA, 2006; SMITH; READ, 2008; STURMER; SIQUEIRA, 2008). As hifas
pré-simbioticas crescem em direcdo a raiz, se modificam formando uma estrutura de infeccéo
chamada apressorio, que penetra na epiderme da raiz e a partir dai passam a colonizar o cértex
radicular. A colonizacdo pode se dar tanto entre as células corticais quanto intracelularmente.
Dentro da célula, entre a parede celular e a membrana plasmatica, as hifas podem se diferenciar
em arbuasculos (estruturas especializadas nos processos de troca entre 0s simbiontes). Uma vez
estabelecida a colonizacdo intrarradicular, as hifas passam a crescer externas a raiz, formando
uma rede de micélio extrarradicular, responsavel por “explorar” o solo (alcangando ambientes
ndo alcancados pelas raizes), absorvendo nutrientes que sdo transportados para o micélio
intrarradicular e transferidos para o hospedeiro tornando a micorriza funcional (BERBARA,
SOUZA; FONSECA, 2006; SMITH; READ, 2008; STURMER; SIQUEIRA, 2008). Para
algumas espécies de FMA, as hifas intrarradiculares podem se diferenciar em estruturas de
reserva denominadas vesiculas. Uma vez no solo, o micélio extrarradicular, também ¢é
responsavel pela producdo de novos propagulos, diferenciando-se em esporos assexuados. A
diferenciacdo em esporo pode ocorrer nas por¢oes apicais ou intercalares das hifas (nesse caso
geralmente formando esporocarpos) (BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006). Ha o registro
ainda de espécies capazes de produzir esporos dentro da raiz (BERBARA; SOUZA,
FONSECA, 2006; STURMER; SIQUEIRA, 2008)

Os FMA atuam como organismos-chave no sistema solo-planta ao contribuir com o
crescimento, aporte nutricional e fitossanidade do hospedeiro (VOS et al., 2013; van der
HEIJDEN et al., 2015; RAHMAN et al., 2018) e ao estabelecer uma complexa rede de ligacéo
entre raizes dentro de uma comunidade de plantas (RILLIG, 2004; SELOSSE; DUPLESSIS,
2006). Além disso os FMAs estdo direta e indiretamente envolvidos na prestacdo de servicos
ambientais como a formacdo do solo, estabilidade de agregados (PURIN; RILLIG, 2007,
RILLIG et al., 2015; DEMENOIS et al., 2018), aumento dos estoques de carbono (JANSA;
TRESEDER, 2016; MCGOWAN, 2019), ciclagem de nutrientes (CAVAGNARO et al., 2015)
e suporte as cadeias alimentares (ANTUNES; KOYAMA, 2017).

Por serem relevantes para 0s ecossistemas em que estdo inseridos e por apresentarem
sensibilidade a presenca de poluentes no solo (TWANABASU; STEVENS; VENABLES,
2013), os FMA figuram como grupo-chave importante para avaliar o risco ecoldgico e
periculosidade de substancias adicionadas ao solo. Essa relevancia tem despertado o interesse

de agéncias regulatérias como a EFSA (European Food Safety Authority - Autoridade Europeia
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para a Seguranca Alimentar) que apontou a necessidade de se estabelecer metodologias viaveis
e que avaliem o efeito de substancias sobre as diferentes etapas do ciclo de vida deste grupo de
fungos (EFSA, 2017b).

Em ambito nacional, ndo existe nenhum protocolo de anélise que norteie a avaliacdo da
sensibilidade dos FMAs aos agrotoxicos. Na Europa, uma metodologia padronizada
envolvendo esses organismos (Protocolo 1ISO 10832:2009) foi proposta para avaliagdo do efeito
de metais pesados na fase pré-simbiotica do fungo Funneliformis mosseae, entretanto, este
protocolo nunca foi testado amplamente nem existem publicacdes avaliando sua eficiéncia para
outras substancias. Mais recentemente, este método foi adaptado para uso na avaliacéo do efeito
de agrotoxicos na germinacdo de esporos dos FMAs Gigaspora albida e Rhizophagus clarus
(fase pré-simbidtica do seu ciclo de vida) (MALLMANN, 2016; MALLMANN et al., 2018) e
propondo o &cido borico como substancia de referéncia (MALLMANN et al., 2018) , sugerindo,
portanto, novas espécies e validando o método para estudos com agrotdxicos.

Estas adaptagdes, entretanto, ndo investigaram aspectos referentes a estabilidade da
resposta das espécies propostas ao longo de geracdes dos individuos e nem da variabilidade
intraespecifica dessa resposta. Investigar essas questdes, € relevante pois a existéncia de
variabilidade genética intraespecifica é natural para esse grupo de fungos do solo e pode
implicar em respostas distintas & uma mesma substancia adicionada ao solo, por parte de
organismos que compartilham o mesmo taxon.

A existéncia de variabilidade genética dos FMA pode interferir em aspectos referentes
a eficiéncia simbiotica do isolado, pode influenciar na sua adaptacdo e/ou desenvolvimento de
tolerancia a fatores abi6ticos no meio como temperatura, pH, estresses hidricos, concentracdes
de nutrientes e presenca de metais no solo (SIQUEIRA; SAFIR; NAIR, 1991; ALLEN et al,
1995; BURLEIGH; CAVAGNARO; JAKOBSEN, 2002; MUNKVOLD et al., 2004; SMITH;
SMITH; JAKOBSEN, 2004; ANGELARD et al., 2010; EHINGER, et al., 2012; JOHNSON et
al., 2012; LEE et al., 2013, LENOIR; FONTAINE; SAHRAOUI, 2016). Pouco se sabe,
entretanto, sobre como a variabilidade genética natural dos FMA, influencia na sua resposta a
presenca de agrotoxicos no solo.

Os mecanismos pelos quais os FMA apresentam variabilidade genética ainda ndo séo
completamente esclarecidos, mas algumas explicacbes estdo relacionadas ao carater
multinucleado dos esporos e hifas desses organismos. As hifas desses fungos ndo possuem
nenhuma divisdo separando material citoplasmatico (hifas cenociticas) e contém indmeros
nacleos coexistindo numa massa citoplasmatica comum. No momento de diferenciacdo para

produzir novos esporos, a hifa "empacota™ centenas, de nacleos em um esporo, dependendo da
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espécie (VIERA; GLENN, 1990; HOSNY; GIANINAZZI-PEARSON; DULIEU, 1998).
Alguns pesquisadores defendem que esses nlcleos sdo geneticamente uniformes e que cada
nucleo contém toda a variacdo de rDNA presente em um esporo (teoria da homocariose)
(PAWLOWSKA; TAYLOR, 2004), outros que os nucleos contéem diferentes informacdes
genéticas (teoria da heterocariose) (HIJRI; SANDERS, 2005; MARLEAU et al., 2011;
NOVAIS etal., 2017). H& ainda uma terceira via, onde nicleos homocariontes e heterocariontes
estdo presentes em um mesmo esporo, configurando o que os autores sugeriram chamar de
‘Dicariose” (MASCLAUX et al., 2019)

E fato que a existéncia de esporos e citoplasmas multinucleados, ligada & possibilidade
de hifas de diferentes individuos realizarem anastomose contribuem para a existéncia de
variabilidade genética natural dos FMAs (NOVAIS et al., 2017). Estudos evidenciam que a
variabilidade genética entre isolados de FMASs, pode existir entre as espécies ao longo de
geragdes de uma linhagem. Nesse caso, ficou demonstrado que os descendentes de uma
linhagem podem ser geneticamente diferentes e expressar fenotipos distintos (ANGELARD et
al., 2010; EHINGER, et al., 2012).

Hipdteses incluindo variagbes a nivel de genes ribossomais e as caracteristicas
ambientais de origem dos FMA também foram elaboradas (EHINGER et al, 2012; ANTUNES
etal., 2011; JOHNSON et al., 2012; LEE et al., 2013). Para esse Ultimo caso, sugere-se que 0S
FMAs podem desenvolver processos de adaptacdo ao local de origem, adaptando-se a
caracteristicas particulares dos solos, formando o que se denominou de ecotipos (HESLOP-
HARRISON; 1964; GIOVANNETTI; AVIO; SBRANA, 2010).

Para um grupo de organismos com distribuicdo ubiqua como os FMAs a adaptacdo para
a sobrevivéncia em condi¢des ambientais diversas, advém de o0s organismos possuirem uma
grande plasticidade fisioldgica e/ou adaptabilidade genética (HESLOP-HARRISON, 1964). O
fato de que as espécies e isolados de FMA podem reagir de modo distinto, dependendo da sua
carga genética, das caracteristicas do hospedeiro e das particularidades de cada interacdo
precisam ser considerados quando se avalia esse grupo de organismos.

No gue tange a simbiose micorrizica, o impacto de uma determinada substancia pode se
dar também sobre os eventos que envolvem essa fase do ciclo de vida dos FMA (etapa
imprescindivel para o ciclo de vida, ja que esses fungos sdo organismos simbiontes
obrigatorios) e estas, também precisam ser investigadas (HAGE-AHMED, ROSNER &
STEINKELLN, 2019). Atualmente ndo existem protocolos padronizados para a avalicdo do
risco dos agrotdxicos nessa fase do ciclo de vida desses fungos. Enquanto no protocolo da fase

pré-simbidtica pode-se avaliar os efeitos sobre a capacidade destes fungos germinarem,
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protocolos que envolvam a fase simbiotica permitirdo avaliar os efeitos dos agrotoxicos sobre
outros eventos inerentes ao ciclo de vida do fungo, como a capacidade de colonizar as raizes,
emitir micélio extrarradicular e de formar novos propagulos no solo. Sdo essas, as etapas do
ciclo de vida dos FMA que estdo diretamente associadas a prestacdo dos servicos ambientais
aos quais os esses fungos estéo relacionados.

Em suma, a avaliacdo do risco sobre os FMAS carece de metodologias seguras,
sensiveis e empregaveis em baterias de testes, que contemplem aspectos relevantes das varias
etapas do seu ciclo de vida e abordagens que permitam incluir esses métodos nos diferentes
niveis de complexidade dos esquemas de andlise de risco ecoldgico de substancias para o solo.
Neste sentido, pretende-se contribuir com o presente trabalho para o desenvolvimento de
protocolos ecotoxicologicos padronizados para avaliacdo dos efeitos de agrotoxicos nas fases

pré-simbiotica e simbiotica de espécies de FMAs.

1.1 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é contribuir para o uso dos fungos micorrizicos
arbusculares na analise de risco ecoldgico de agrotdxicos no solo e para tanto ampliar o
conjunto de informagfes sobre protocolos ecotoxicoldgicos ja existentes para a fase pré-
simbidtica e desenvolver e validar método de avaliagdo ecotoxicoldgica para a fase simbiotica
do ciclo de vida destes fungos.

As seguintes questdes especificas serdo verificadas neste estudo referente ao protocolo
de ensaio "lower tier" que foi adaptado, validado e recomendado para avaliacdo do risco de
agrotoxicos por Mallmann et al. (2018) para a fase pré-simbiética (germinacéo de esporos de
FMAS):

1. Avaliar a existéncia de estabilidade da resposta de trés geracdes dos isolados inicialmente
recomendados por Mallmann et al (2018) (Gigaspora albida SCT200A e Rhizophagus
clarus RIN102A) quanto a germinacao dos seus esporos € testada para fungicidas usados em
larga escala na agricultura (Clorotalonil, Mancozebe e Metalaxil) e substancia de referéncia
(&cido borico);

2. Avaliar a estabilidade da germinacéao de esporos de Gigaspora albida e Rhizophagus clarus
ao longo de 5 anos de estocagem;

3. Verificar a existéncia de variabilidade intraespecifica da resposta de isolados com diferentes

procedéncias geogréaficas das espécies recomendadas (Gigaspora albida e Rhizophagus
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clarus), quando a germinagdo dos seus esporos é testada para fungicidas (Clorotalonil,
Mancozebe e Metalaxil) e substancia de referéncia (acido bdrico);

4. Avaliar a resposta da espécie Funneliformis mosseae (espécie referéncia do Protocolo
10832:2009) quando testada com o fungicida Clorotalonil, e a substancia de referéncia.

As seguintes questdes especificas serdo estudadas com intuito de estabelecer e validar
um protocolo ecotoxicoldgico padronizado para avaliar o efeito de fungicidas sobre
carateristicas da fase simbiotica nas espécies G. albida e R. clarus, recomendadas inicialmente
para a fase pré-simbidtica por Mallmann et al. (2018).

5. Verificar a possibilidade de uso do sistema cultivo in vitro de FMAs em raizes modificadas
(BECARD; FORTIN, 1988) de chicoria (Cichorium intybus L.) no estabelecimento de
protocolo lower tier de avaliacdo dos efeitos do fungicidas na fase simbidtica;

6. Avaliar a eficiéncia de um método de inoculacdo de esporos de Gigaspora albida e
Rhizophagus clarus em plantas hospedeiras no estabelecimento de um protocolo lower tier
padronizado in vivo para testar os efeitos toxicos de fungicidas sobre carateristicas da fase
simbiotica dessas espécies;

7. Em cada método, seja in vitro ou in vivo, determinar as carateristicas mais importantes da
fase simbidtica a serem utilizadas em um protocolo padronizado;

8. Avaliar, em condicdes de semi-campo (em experimento de mesocosmos do tipo Terrestrial
Model Ecosystems - TME) os efeitos do fungicida Clorotalonil sobre carateristicas
importantes da fase simbiotica de populac6es nativas de FMA.

Os dados obtidos neste estudo permitirdo, por fim, recomendar e ampliar o uso das
espécies G. albida e R. clarus em protocolos padronizados para avaliacdo dos efeitos de

agrotoxicos nas fases pré-simbidticas e simbidticas dos fungos micorrizicos arbusculares.

1.2 HIPOTESES

Neste trabalho, as seguintes hipoteses foram testadas:

1. Mantidas as condi¢des padrdo de condugdo dos ensaios (MALLMANN et al., 2018) as
espécies de FMA G. albida e R. clarus apresentam o mesmo comportamento de resposta,
para as mesmas substancias, ao longo de trés geracdes de cultivo em laboratério;

2. Mantidas as condigdes padrao de condugdo dos ensaios (MALLMANN et al., 2018), cinco
isolados da mesma espécie de FMA (G. albida e R. clarus), apresentam o mesmo
comportamento de resposta aos agrotoxicos e substancia de referéncia, independente da

variabilidade intraespecifica natural nestes fungos;
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3. Caracteristicas da fase simbiotica dos fungos testados, tanto em sistemas in vitro como in
vivo, sdo afetadas pela presenca de fungicidas no substrato dependendo da concentracao de
exposicao e sao possiveis de uso como indicadores do efeito de substancias em testes
ecotoxicologicos para a fase simbiotica dos FMAS;

4. Aspectos relacionados a colonizacdo da raiz e o crescimento de hifas extrarradiculares
constituem as principais caracteristicas a serem usadas em protocolos ecotoxicoldgicos
padronizados para a testes de efeitos na fase simbiotica;

5. O fungicida Clorotalonil, avaliado em condi¢cdes de semi-campo (em experimento de
mesocosmos do tipo “Terrestrial Model Ecosystems™) causa efeito sobre carateristicas da
fase simbidtica de populagdes nativas de FMA e esses resultados ratificam as caracteristicas
avaliadas e resultados obtidos nos protocolos estabelecidos para fase pré-simbiotica e

simbidtica.

1.3 ESTRUTURA DA TESE

Esta tese apresenta os experimentos desenvolvidos ao longo do doutoramento, seus
resultados, discussfes gerais e conclusdes. O Capitulo | apresenta os ensaios envolvendo a
avaliacdo da existéncia de estabilidade geracional da resposta de Gigaspora albida
Rhizophagus clarus a fungicidas (Clorotalonil, Mancozebe e Metalaxil) e @ uma substancia de
referéncia (acido borico), com ensaios de verificacdo da estabilidade da germinacéo de esporos
dessas duas espécies ao longo de 5 anos de estocagem. O Capitulos 2 apresenta 0s ensaios da
avaliacdo da existéncia de variabilidade intraespecifica da resposta de isolados de G. albida e
R. clarus com diferentes procedéncias geogréficas, testados para os fungicidas (Clorotalonil,
Mancozebe e Metalaxil) e para a substancia de referéncia. Adicionalmente é avaliada a resposta
da espécie Funneliformis mosseae (espécie referéncia do Protocolo 10832:2009) ao fungicida
Clorotalonil e a substancia de referéncia. Os Capitulos 3 e 4 apresentam, propostas de
metodologias que permitem avaliar os efeitos de agrotoxicos sobre carateristicas da fase
simbidtica de G. albida e R. clarus, em sistemas in vitro e in vivo, respectivamente. Por fim, o
Capitulo 5 apresenta os resultados do experimento em condi¢cBes de semi-campo, em
mesocosmos do tipo TME, para avaliacdo dos efeitos do fungicida Clorotalonil sobre aspectos
da simbiose micorrizica de popula¢6es nativas de FMAs de um Cambissolo Humico do Sul do
Brasil.

O Quadro 1 apresenta um esquema conceitual idealizado de acordo com 0s objetivos

estabelecidos para o estudo.



Quadro 1 - Esquema conceitual da tese.

[ Fase pre-simbiética

][ Fase simbidtica

Capitulo 1

Capitulo 3

X | Ensaios ecotoxicologicos de germinacdo de esporos

Ensaios ecotoxicolégicos in vitro

* Gigaspora albida SCT200A

« Sensibilidade a Clorotalonil,

e Rhizophagus clarus NB112A
\

» Sensibilidade a Clorotalonil e a
)

(F1, F2eF3) Mancozebe e Metalaxil-M;
! < Rhizophagus clarus RIN102A
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\
1 Y

; CISO: CIZO, CIlO
Variabilidade geracional / Efeito de multiplicacdes sucessivas

Y

* % Percentual de colonizagdo micorrizica:
- % colonizagéo total; % colonizagdo arbuscular;
- % colonizagdo por vesiculas; % colonizagdo por esporos.
» Comprimento micelial total;
* NUmero de esporos;

| * Gigaspora albida

« 5 anos de estocagem

i Cls, Cly, Clyg

Capitulo 5

Experimento TME

—terrestrial model ecossystem —

1_I

» Amostra indeformada;

+ Cambissolo;

* Vegetagdo de cobertura:
Campo Nativo;

* Populagdes nativas de

Iy

« Rhizophagus clarus

1 Definicdo de caracteristicas sensiveis

* Soja; !

I

% germinagéo
Viabilidade dos esporos / Efeito do periodo de estocagem

¥

1! | Definicéo das condicdes de condugdo e avaliagdo de ensaios in vitro | 1,

Capitulo 2
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Capitulo 4

Ensaios ecotoxicologicos de germinacdo de esporos

Ensaios ecotoxicoldgicos in vivo

* Gigaspora albida:
isolado G1, isolado G2, isolado G3,
! isolado G4 e isolado G5;
1 * Rhizophagus clarus:
, isolado R1, isolado R2, isolado R3,
isolado R4 e isolado R5;

- Sensibilidade a Clorotalonil,
Mancozebe e Metalaxil-M;

« Sensibilidade a acido borico

\ J

Y

1 Variabilidade geracional / Efeito de multiplicacdes sucessivas

* Funeliformis mosseae -
\ bérico )
Y

« Sensibilidade a Clorotalonil e a écido! !

* Gigaspora albida SCT200A + Soja;

* Gigaspora albida SCT200A + Braquiaria;

 Rhizophagus clarus RIN102A + Soja;

 Rhizophagus clarus RIN102A + Braquiaria.
\

I

* Percentual de colonizagdo micorrizica;
» Comprimento micelial total;
» NUmero de esporos.

* Sensibilidade a
Clorotalonil

J

C|507 CIZO, CIlO
Definicdo de caracteristicas sensiveis

¥

i Clsg, Clyg Clyg
Sensibilidade da espécie de referencia do protocolo 1SO 10832:2009

Definicdo das condices de condugéo e avaliagao de ensaios in vivo

FMAs;
* Avaliacdo por camadas.

CondicOes controladas de:
* Luminosidade;
* Fotoperiodo;
» Temperatura;
» Umidade.

Y

* Percentual de colonizagcdo micorrizica:
- % colonizagéo total;
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« Caracteristicas quimicas do solo.

Clsg, Cly Clyp
Avaliagdo do efeito do fungicida sobre
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populagdes naturais de FMASs.

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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2 CAPITULO1: MANUTENQAO DA RESPOSTA DA GERMINA(;AO DE ESPOROS
DE Gigaspora albida E Rhizophagus clarus A FUNGICIDAS AO LONGO DE TRES
GERACOES DE CULTIVO

RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) sdo organismos obrigatoriamente simbiontes,
cujo modo de reproducéo nao apresenta uma fase sexuada convencional, mas, que apresentam
alta variabilidade genotipica e fenotipica. Este estudo propfs-se a avaliar a existéncia de
estabilidade da resposta da germinacdo em trés geracoes de isolados das espécies Gigaspora
albida SCT200A e Rhizophagus clarus RIN102A, para os fungicidas Clorotalonil, Mancozebe
e Metalaxil-M (nas concentragGes de 0, 10, 25, 50 e 100 mg kg™?) e a &cido bérico (0, 100, 250,
500, 750 e 1000 mg kg™?), além de avaliar a estabilidade da germinacdo de esporos dessas
espécies ao longo de 5 anos de estocagem. Os resultados apontaram para concentracfes de
efeito ndo observado (CENO) < 10 mg kg™ para as trés geracdes de G. albida e de R. clarus em
todos os fungicidas testados. Para o acido bérico, a CENO variou entre < 100 mg kg™ e 250 mg
kg™ entre as duas espécies. Os valores de concentragdo de inibicao (CI) determinados para cada
espécie e geracdo (Clso, Clzo e Clio), apontaram para a auséncia da estabilidade da sua resposta
de germinacdo em todas as substancias testadas, mesmo utilizando-se de método padrdo de
conducdo dos ensaios. Como complemento aos resultados de Clyo estabelecidos, para cada
espécie, geracdo e fungicida foram comparados com o valor estimado da Concentracdo
Ambiental Prevista inicial das formulagdes testadas (originalmente Predicted Environmental
Concentration — PECinicia) para Clorotalonil (1,98 mg kg™), Mancozebe (3 mg kg*) e Metalaxil
— M (0,16 mg kg™) e foi possivel apontar que o Clorotalonil oferece potencial risco para a
germinacdo da geracdo F1 de G. albida e o Mancozebe para as geracOes F1 e F2 das duas
espécies. No que tange a viabilidade dos esporos das espécies testadas, os resultados apontaram
tempos diferentes de viabilidade dos esporos. Os esporos de G. albida podem permanecer
estocados por até 5 anos sem perder viabilidade de germinacdo, enquanto, para R. clarus o
tempo de estocagem para manter essa caracteristica diminui para 2 anos.

Palavras-chave: Fase pré-simbiotica. Gigaspora. Rhizophagus. Variabilidade genética.
Estocagem de esporos.
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2 CHAPTER 1: MAINTENANCE OF SPORE GERMINATION RESPONSE OF
Gigaspora albida AND Rhizophagus clarus TO FUNGICIDES IN THREE CULTIVATE
GENERATIONS

ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMFs) are necessarily symbiotic organisms, whose mode of
reproduction does not have a conventional sexual phase, but which have high genotypic and
phenotypic variability. This study aimed to evaluate the existence of stability of germination
response in three generations of Gigaspora albida SCT200A and Rhizophagus clarus RIN102A
species isolates, for the fungicides Chlorothalonil, Mancozeb and Metalaxyl-M (in
concentrations of 0, 10, 25, 50 and 100 mg kg*) and boric acid (0, 100, 250, 500, 750 and 1000
mg kg™) and in addition, to assessing the stability of spore germination of these species over 5
years of storage. The results indicated that the no observed effects concentration (NOEC) is <
10 mg kg for three generations of G. albida and R. clarus. For boric acid, NOEC varied
between <100 mg kg™ and 250 mg kg™ for both species. The inhibition concentration values
(IC) determined for each species and generation (ICso, 1C20 € ll10), showed the absence of
stability of their germination response in all tested substances, even using the standard method
of conduction of the tests. The ICio results established for each species, generation and
fungicide were compared with the Predicted Environmental Concentration — PECinitiar t0
Chlorothalonil (1,98 mg kg™), Mancozeb (3 mg kg™) and Metalaxyl-M (0,16 mg kg™) and it
was possible to point out that Chlorothalonil offers potential risk for the germination of the F1
generation of G. albida and Mancozebe for the F1 and F2 research of the two species. Regarding
the viability of the spores of two tested species, the results showed different times for their spore
viability. The spores of G. albida can remain stored for 5 years without losing germination
viability, while for R. clarus the storage time to maintain this characteristic decrease to 2 years.

Palavras-chave: Pre-symbiotic phase. Gigaspora. Rhizophagus. Genetic variability. Spore
storage
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2.1 INTRODUCAO

Pertencentes ao Filo Glomeromycota, os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
estabelecem uma das simbioses mais antigas e importantes da natureza (SMITH; READ, 2008;
DELAUX et al., 2015). Diferentemente dos demais grupos de fungos formadores de micorrizas
0s FMA n&o possuem uma etapa saprofitica e sdo completamente dependentes da planta e seus
fotoassimilados para completar o seu ciclo de vida.

Determinadas etapas do desenvolvimento dos fungos micorrizicos arbusculares FMA,
s80 necessarias para que a simbiose micorrizica se estabeleca e garanta a continuidade dos
fungos nos ecossistemas em que estao inseridos (HAGE-AHMED; ROSNER; STEINKELLN,
2019). A fase pré-simbiotica compreende uma das etapas do ciclo de vida desses organismos e
inclui eventos da germinacdo dos esporos (p.ex., alongamento do tubo germinativo e
ramificacdo de hifas infectivas) e de contato com o hospedeiro.

Os esporos dos FMA sdo denominados glomerosporos, constituem a sua principal via
de propagacdo e estdo entre os de maior tamanho do Reino Fungi (22 a 1050 um) (GOTO;
MAIA, 2006; SOUZA et al., 2010). Sua formacao ocorre a partir da diferenciacdo das hifas
fangicas e se da de forma distinta dentro dos tdxons de Glomeromycota. Sdo apontados quatro
modos distintos de formacédo de glomerosporos: (1) glomoide — formacé&o do glomerosporo na
porcdo terminal de uma hifa ndo especializada, comum no género Glomus, mas encontrado
também em Claroideoglomus, Diversispora, Dominikia, Funneliformis, Kamienskia,
Pacispora, Paraglomus, Rhizophagus, Sclerocystis e Septoglumus; 2
acaulosporoide/entrofosporoide — glomerosporos séo formados lateralmente (no pescogo) ou
dentro do pescoc¢o de um saculo esporifero, formado terminalmente em uma hifa, o que deixa
uma (ou duas cicatrizes na superficie do esporo, foi relatado para os géneros Acaulospora,
Archaeospora Entrophospora, Otospora, Paleospora, Sacullospora e Tricispora; (3)
gigasporoide — os esporos sdo formados terminalmente numa hifa bulbo espor6gena nos
géneros  Gigaspora, Bulbospora, Cetraspora, Dentiscutata, Intraornatospora,
Paradentiscutata, Racocetra e Scutellospora; (4) ambisporoides — esporos formados na
extremidade de uma ramificacdo (pedicelo) originada lateralmente no pescoco de um saculo
esporifero, ocorre em espécies de Ambispora (STURMER; MORTON, 1999; STURMER;
SIQUEIRA, 2008; MAIA; SILVA; GOTO, 2010; KAONONGBUA; MORTON; BEVER,
2010; REDECKER et al., 2013; AMF PHYLOGENY, 2019).

Por estarem presentes nos ecossistemas agricolas, os esporos de FMAs estdo expostos,

assim como outros organismos do solo, a presenca de diversas substancias quimicas, incluindo
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agrotoxicos utilizados para controle de pragas e doengas. Interferéncias em certos estagios do
desenvolvimento podem provocar efeitos deletérios no estabelecimento da simbiose
micorrizica e permanéncia destes fungos nos ecossistemas (HAGE-AHMED; ROSNER;
STEINKELLN, 2019; NOVAIS et al., 2019) e por isso é importante que a magnitude do efeito
dos agrotdxicos nos estagios prévios da simbiose seja investigada.

Atualmente, a ecotoxicologia oferece ferramentas que permitem investigar a magnitude
do efeito de um determinado agrotoxico sobre organismos do solo. Recentemente, Mallmann
et al (2018) propuseram um protocolo modificado e validado para avaliar o efeito de fungicidas
sobre a germinacéo de esporos de FMAs. A modificagdo do protocolo ISO 10832:2009 para
testes com agrotoxicos mostrou-se eficiente em apontar dentro de um conjunto de espécies de
FMAs, representativas de solos subtropicais, que Gigaspora albida e Rhizophagus clarus
apresentam potencial para uso em testes ecotoxicologicos.

Dando continuidade aos estudo sobre a uso destas espécies de FMAs em protocolos
ecotoxicoldgicos, um aspecto importante sobre os FMA diz respeito ao tipo de reproducédo e
suas implicagdes no que tange a variacGes genética ao longo de geracBes. Os FMASs sao
organismos obrigatoriamente simbiontes, cujo modo de reproducdo ndo apresenta uma fase
sexuada convencional. Além disso, eles produzem hifas cenociticas, que contém muitos nucleos
numa massa citoplasmatica comum. Quando ha a diferenciacdo da hifa para a producdo de
novos esporos, ela empacota centenas, as vezes milhares, de nicleos em um esporo (HOSNY;
GIANINAZZI-PEARSON; DULIEU, 1998. Essa caracteristica, ligada a possibilidade de hifas
de diferentes organismos realizarem anastomose (capacidade de fundirem-se e nessa fusdo
trocarem material genético) contribuem para a existéncia de variabilidade genética em FMAs
ao longo de geracOes de cultivos (NOVAIS et al., 2017). As pesquisas indicam, inclusive, que
esporos ‘filhos' de uma linhagem monosporica podem ser geneticamente diferentes e, em
consequéncia, expressar fenétipos distintos (ANGELARD et al., 2010; EHINGER, et al.,
2012). Tal variabilidade ao longo de geracGes de cultivo poderia afetar a sensibilidade das
espécies em termos de resposta a agrotoxicos em ensaios ecotoxicoldgicos? Esta € uma questéo
importante a ser respondida, especialmente para as espécies recomendadas por Mallmann et
al. (2018), G. albida e R. clarus. .

Outro aspecto importante relacionado a eficiéncia do teste de germinacdo de esporos
proposto como ensaio para avaliar efeitos sobre a fase pré-simbidtica diz respeito aos efeitos
gue o tempo de estocagem dos cultivos de G. albida e R. clarus pode causar a estabilidade da
resposta dos seus esporos. Daniels (1978) levantou questionamento sobre a viabilidade dos

esporos de F. mosseae e testou a sua germinacdo em esporos de até 1 ano de idade e néo
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encontrou diferencas no percentual de germinacdo. O efeito da estocagem de Glomus clarum
(atual R. clarus), também ndo provocou diferengas na germinacgdo de esporos estocados por 6
meses (LOUIS; LIM, 1988). Mais recentemente, Crossay et al. (2017) utilizaram esporos de
Claroideoglomus etunicatum estocados por até trés anos para verificar a estabilidade de
marcadores genéticos e ndo encontraram diferengas no padrdo espectral desses organismos.
Para esse estudo, obter essas informacdes neste sentido torna-se relevante, uma vez que, a
recomendacéo do Protocolo 1SO10832:2009 € a de utilizar-se esporos com menos de 5 meses
de idade.

Neste capitulo, propds-se avaliar a existéncia de estabilidade da resposta de trés
geragdes de isolados das espécies G. albida e R. clarus, recomendados por Mallmann et al.
(2018), testadas com trés fungicidas usados em larga escala na agricultura (Clorotalonil,
Mancozebe e Metalaxil) e a substancia de referéncia (acido borico) e em adicdo, avaliar a

estabilidade da germinacéo de esporos dessas espécies ao longo de 5 anos de estocagem.

2.2 MATERIAL E METODOS

A seguir sdo descritos dois grupos de experimentos realizados, utilizando o protocolo
ecotoxicoldgico proposto por Mallmann et al. (2018). Estes experimentos foram conduzidos no
Laboratdrio de Ecologia do Solo, da Universidade do Estado de Santa Catarina e se referem aos
efeitos de fungicidas e da substancia de referéncia na fase pré-simbidtica do ciclo de vida dos
FMA:s.

2.2.1 Metodologia comum aos dois grupos de experimentos
2.2.1.1 Substrato

Usou-se como substrato o Solo Artificial Tropical — SAT (GARCIA et al., 2004), sem
contaminacgdo, composto por 75% de areia fina, 20% de argila branca (caulim), 5% de fibra de
coco triturada (OECD, 2016; Niemeyer, 2018) e pH ajustado para 6,0 (£ 0,5) com carbonato de
calcio. O SAT utilizado foi previamente preparado e sua umidade ajustada em funcdo da sua
capacidade de retencdo de agua (CRA) (ISO, 2012) para 50 % da CRA. A Tabela 1 apresenta
caracteristicas quimicas e fisicas do SAT.
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Tabela 1 — Caracteristicas quimicas e fisicas do Solo Artificial Tropical — SAT utilizado nos
ensaios da fase pré-simbiotica.

Caracteristicas Valores

pH (agua) 6,08
pH SMP 6,81
CTC efetiva (cmol.dm3) 5,58
Matéria Organica (mg dm) 59
Ca (cmolc.dm®) 2,69
Mg (cmol.dm3) 0,52
K (cmolcdm3) 262
P (mg dm) 17,6
Cu (mg dm3) 0,8

Zn (mg dm) 0,7

Teor de Argila (%) 23

Fonte: Laboratdrio de Andlise de Solos — LAS, UDESC/CAV, 2018.

2.2.1.2 Montagem e avaliagédo das unidades experimentais

Para cada isolado testado, os esporos utilizados foram extraidos do solo-in6culo através
do método de peneiragem Umida (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) seguido por
centrifugacdo em gradiente de sacarose (20 % e 60 %). Esporos com paredes intactas foram
coletados (esporos vazios ou esmagados foram eliminados) e depositados sobre papel toalha.
Dali, com o auxilio de pinca, os esporos foram transferidos para membranas de nitrato de
celulose (diametro 47 mm, porosidade de 0,45 um, brancas, quadriculadas), previamente
umidificadas com &gua destilada e distribuidos pelos esquadros da grade na membrana,
totalizando 30 esporos por membrana. A membrana contendo os esporos foi coberta com outra
membrana, previamente umedecida, formando o chamado “sanduiche de esporos”. Depois de
montado, 0 “sanduiche de esporos” era entdo transferido para placas de Petri, entre duas
camadas do substrato testado (Figura 1). Cada placa de Petri contendo o substrato teste e 0
sanduiche de esporos constituiu uma unidade experimental (UE). Cada concentracdo de
substancia testada era constituida de 6 repetigdes, totalizando 180 esporos por concentragao.

Cada uma das UEs recebeu uma primeira camada (cerca de 40 g) do substrato sobre a
qual era depositado o sanduiche de esporos, posteriormente coberto com uma segunda camada
(cerca de 40 g) do mesmo substrato. As UEs foram seladas com filme de pléastico, tomando-se
0 cuidado para obter total vedacdo e incubadas em camaras de germinacdo tipo D.B.O (demanda
bioldgica de oxigénio), com temperatura de controlada de 28 °C (x 2° C) (MALLMANN et al.,

2018), em auséncia de luminosidade, por 14 dias.
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Figura 1 - Design das unidades experimentais (UE). Distribuicdo dos esporos nos quadrantes
da membrana e formacdo do "sanduiche de esporos” (A) e montagem das unidades
experimentais nos ensaios de germinagéo de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (B).

Legenda:

1 — 12 camada do substrato com a umidade ajustada;
2 — sanduiche de esporaos;

3 — 2% camada do substrato com a umidade ajustada;
4 — placa de petri.

1 9 3

Fonte: MALLMANN et al., 2018.

Apos o periodo de incubacéo as UEs foram desmontadas e os sanduiches contendo os
esporos retirados das placas. ApoOs abertos os sanduiches, os esporos foram avaliados
individualmente, quanto a sua germinacéo, em microscopio estereoscopico e os dados anotados.
Os dados foram considerados validos quando: (1) no final do ensaio 0 nimero médio de esporos
recuperados (encontrados no fim do ensaio) fosse igual ou maior a 25; (2) no final do ensaio,
para o tratamento controle o percentual médio de germinacao de esporos fosse igual ou maior
do que 75 % (MALLMANN et al., 2018). Para ser contabilizado como esporo germinado, 0
comprimento das hifas apds a germinacdo deveria ser, pelo menos, 5 vezes maior do que o
diametro do esporo.

O ndmero total de esporos recuperados e 0 nimero de esporos germinados foram
contados para cada espécie, tratamento e réplicas. O percentual de esporos germinados versus
o numero de esporos recuperados foi calculado ([x.100/n], onde ‘x’ ¢ o nlimero de esporos

germinados e ‘n’ o numero de esporos recuperados).

2.2.2 Grupo de experimentos 1: Manutencéo da resposta da germinagéo de esporos

a fungicidas e substancia de referéncia ao longo de trés geracdes de cultivo

Um conjunto de ensaios foi realizado para avaliar a estabilidade da resposta da

germinacdo de esporos de trés geracOes de cultivo monoxénico (cultura contendo apenas a o
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isolado de FMA de interesse) de G. albida e R. clarus aos efeitos dos fungicidas Clorotalonil,

Mancozebe, Metalaxil-M e a substancia de referéncia.

2.2.2.1 Fungicidas testados e substancia de referéncia

Foram testadas as formulagdes comerciais de trés fungicidas amplamente utilizados na

agricultura, além da substancia de referéncia recomendada por Mallmann et al. (2018) como

segue:

Clorotalonil: CAS n° 1897-45-6, produto comercial Bravonil Ultrex®, comercializado pela
Syngenta e que contém 825 g de ingrediente ativo (i. a.) por kg. Pertencente ao grupo
quimico das Isoftalonitrilas e possui modo de acdo de contato. Classificacdo do potencial de
periculosidade ambiental: Il - produto muito perigoso. Classificacdo toxicolégica: 3 -
moderadamente toxico. Recomendacdo de uso para a batata, cebola e feijdo (espécies
vegetais com a maior recomendagio): 1,8 kg ha;

Mancozebe: CAS n° 8018-01-7, produto comercial Unizeb Gold®, comercializado pela UPL
e que contém 750 g de i. a. por kg. Pertencente ao grupo quimico dos Alquilenobis
(ditiocarbamato) e possui modo de acdo de contato. Classificagdo do potencial de
periculosidade ambiental: 111 - produto perigoso. Classificagdo toxicolégica: 1 - produto
extremamente toxico. Recomendacdo de uso para arroz, algodao e cevada (espécies vegetais
com a maior recomendagcéo): 3 kg ha;

Metalaxil-M: CAS n° 70630-17-0, produto comercial Ridomil Gold bravo®, comercializado
pela Syngenta e que contém 40 g i. a. L™ em associagdo com Clorotalonil. Pertencente ao
grupo quimico dos Acilalaninato (e Carbonitrilas em funcdo da presenca de Clorotalonil).
Classificacdo do potencial de periculosidade ambiental: Il - produto muito perigoso.
Classificacdo toxicologica: 1 - produto extremamente toxico. Recomendacéo de uso para o
tomate rasteiro (espécie vegetal com a maior recomendacéo): 3 L ha™.

Substéancia de Referéncia: o acido borico [H3BOs], CAS n° 10043-35-3, reagente analitico
produzido pela Synth, sugerida como substancia de referéncia para ensaios ecotoxicoldgicos
para outros organismos do solo (AMORIM et al., 2012; OCDE, 2016; PRINCZ et al., 2017;
NIEMEYER et al., 2018) e para FMAs (MALLMANN et al., 2018). O &cido boérico foi
incluido em todas as baterias de ensaios, pois cada espécie e geragdo compdem "lotes"

distintos de organismos-testes.
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Para as duas espécies e suas trés geragdes de cultivo os fungicidas foram testados em
quatro concentragGes e mais um controle sem aplicacdo (0; 10; 25; 50; 100 mg i. a. kg de
substrato seco), com seis repetices por tratamento. A substancia de referéncia foi testada em
F1 em sete concentracfes e mais um controle sem aplicacdo (0; 75; 150; 300; 450; 600; 900 e
1000 mg i. a. kg™ de substrato seco). Para F2 e F3, o nimero de tratamentos foi reduzido e
novas concentracOes definidas, passando a ser entdo, cinco concentracées e mais um controle
sem aplicacdo (0; 100; 250; 500; 750 e 1000 mg i. a. kg™ de substrato seco), também com 6
repeticdes por tratamento. Todos os ensaios foram conduzidos em delineamento completamente
casualizado.

As contaminagdes foram realizadas sempre no dia da montagem do ensaio. Para cada
ensaio, um gradiente com concentracdes crescentes das substancias foi preparado, diluindo-se
uma solucdo estoque da referida substancia em agua destilada. A quantidade de solugéo estoque
da substancia + agua destilada adicionada ao substrato em cada concentracdo foi calculado de
forma a atingir a umidade de 50 % da CRA.

2.2.2.2 Material biologico

Foram utilizados esporos da espécie G. albida, isolado SCT200A e da espécie R. clarus,
isolado RIN102A, doravante denominados isolado G1 e R1, respectivamente. Neste trabalho,
adotar-se-a, ao longo desse e dos capitulos subsequentes, o termo ‘isolado flngico’ como
sindbnimo de ‘cultura’ ou ‘linhagem’, englobando um conjunto de descendentes multiesporos
de uma determinada espécie de FMA.

As geracOes foram obtidas a partir de multiplicacdo sequencial de esporos realizada no
Laboratorio de Ecologia do Solo e denominadas da seguinte forma:

e F1: conjunto de esporos utilizados para a obtencdo dos primeiros resultados de ensaios
ecotoxicoldgicos com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e acido bérico; os resultados
desses ensaios foram os apresentados por Mallmann et al. (2018). Esporos extraidos dessa
mesma cultura, foram utilizados como inoculo para producéo de esporos F2;

e F2: conjunto de esporos multiplicados a partir de esporos F1; esporos extraidos dessa
cultura, foram utilizados como inoculo para producdo de esporos F3;

e F3: conjunto de esporos multiplicados a partir de esporos F2.



48

2.2.2.2.1 Multiplicacéo dos esporos

Os esporos utilizados ao longo dos procedimentos apresentados neste capitulo e nos
Capitulos 2 e 4, foram multiplicados em sala climatizada e com foto periodo utilizada pelo
Laboratorio de Ecologia do Solo, UDESC Lages, utilizando a metodologia de Stutz e Morton
(1996) de culturas armadilhas.

As culturas armadilhas foram estabelecidas utilizando-se uma mistura de solo
(Neossolo) e areia, ambos esterilizados (3 ciclos de autoclavagem de 45 minutos). Depois de
estéril, o substrato foi transferido para vasos com capacidade de aproximadamente 5 kg. Sobre
o0 substrato foram depositados cerca de 30 mL de solo-in6culo contendo os esporos de interesse
e sobre este, foram colocados 10 mL de sementes (aproximadamente 400 sementes) de
Brachiaria brizantha, que passaram pelo processo de desinfec¢édo superficial em hipoclorito de

sodio 1 % por 5 minutos (Figura 2A).

Figura 2 - Montagem (A), manutencao (B) e secagem (C) dos vasos de multiplica¢éo de fungos
micorrizicos arbusculares.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Sobre o solo-indculo e as sementes, depositou-se uma nova camada, pouco espessa

(entre 2 e 3 cm), de substrato e sobre esta, uma camada de areia estéril (aproximadamente 1
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cm). Esta camada superficial de areia foi removida antes das desmontagens dos vasos e servia
como uma barreira para possiveis ‘contaminag¢des’, impedindo o contato direto do substrato do
vaso com o de outros vasos ou até mesmo de solo ndo estéril que esteja sendo manipulado nas
proximidades.

Os vasos de multiplicagdo foram alocados em uma sala aclimatada com condig¢des
controladas de fotoperiodo (12 h luz/ 12 h escuro) e temperatura (aproximadamente 25 °C) e,
mantidos em multiplicacdo por aproximadamente 100 dias (Figura 2B), com rega periddica.

Ap0s o periodo de 100 dias, retirava-se uma amostra de aproximadamente 50 g de
substrato de cada um dos vasos em multiplicacdo para acompanhar o processo de esporulagéo.
Para cada amostra os esporos foram extraidos do substrato via peneiragem Umida
(GERDEMANN; NICOLSON, 1963) seguido de centrifugacdo em gradiente de sacarose (20
% e 60 %). Quando a esporulacdo era observada (presenca de esporos novos no substrato)
suspendia-se definitivamente a rega (Figura 2C) até a senescéncia completa das plantas, que,
depois de seca, tinham a parte aérea removida.

O substrato contendo os esporos multiplicados, juntamente com as raizes das plantas era
recolhido e uma nova amostragem de cada vaso era realizada nova extracdo de esporos, em
triplicata, e a verificacdo da presenca de contaminacgdo (presencga de outros esporos além da
espécie de interesse). Se contaminadas, as amostras eram descartadas e o substrato desses vasos
esterilizado para reutilizacdo. Se ndo contaminadas, as amostras de cada vaso tinham seus
esporos contados sob microscopio estereoscopico, permitindo a estimativa do numero de
esporos por grama de substrato, agora denominado solo-in6culo. Apos a recolha, deixava-se 0
solo-inéculo para perder umidade e quando esta atingisse aproximadamente 20 %, o solo-
indculo era armazenado em sacos plasticos, identificados com nome da espécie, codigo do
isolado, data de recolha do substrato, nimero de esporos por g de solo e estocados em geladeira

a 4 °C até sua utilizacdo.

2.2.2.3 Analise estatistica

Para cada espécie, geracdo (F) e agrotoxico testado os dados tiveram os pressupostos de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Testes de Bartlett) verificados. Quando as
premissas ndo foram atendidas, os dados foram transformados usando a transformacao
asen(+/x/100). Os dados de germinagdo foram analisados através de ANOVA (One-way)

seguido de teste Dunnett (p < 0,05) para avaliar a existéncia de diferencas significativas entre
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cada concentracdo testada e o controle permitindo a determinagdo da concentracdo de efeito
n&o observado (CENO).

Com base nos dados de percentual de germinacgéo, foram determinados valores de Clso,
Cl2o e Clyo (concentracdo de inibi¢do de 50 %, 20 % e 10 % da germinag&o, respectivamente),
utilizando modelos de regresséo ndo linear de acordo com o Environment Canada (EC, 2005).
O método de estimacdo foi realizado utilizando o algoritmo Levenberg-Marquardt. Todas as
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Statistica 10.0 (StatSoft 2011).
Para verificar a existéncia de variabilidade entre a respostas das espécies testadas e suas
geracOes, os conjuntos de dados de Clso, Cloo € Clio, para cada substancia testada, foram
submetidos individualmente a teste Tukey (p < 0,05).

Como os ensaios de germinacdo compdem ferramentas para a etapa ‘lower tier’ N0
esquema de analise de risco, em adicédo as analises citadas acima, outro calculo possivel é a da
Concentragdo Ambiental Prevista inicial das substancias testadas no solo (originalmente
Predicted Environmental Concentration — PEC), que é calculada com base em modelos de
exposicdo. Quando essa concentracao é calculada imediatamente ap6s uma Unica aplicacdo de
um pesticida no solo denomina-se PEC inicial (PECinicia). Para os fungicidas testados, foram
estimadas as PECinicia para cada substancia através da formula proposta por Focus (1997):
[PECiniciai= A X (1- fin)/(100 x depth x bd)], onde A = taxa de aplicacdo da substancia (g ha);
fint = fracdo interceptada pelo dossel da cultura; depth = profundidade (cm) e bd = densidade do
solo seco (g cm’®).

Considerou-se aqui que todo o fungicida aplicado atingiu o solo (0% de interceptacdo
pela cultura - pior cenario possivel), que o produto foi distribuido homogeneamente na camada
superior do solo de 5 cm em um solo com densidade de 1,5 (FOCUS, 1997). As taxas de
aplicacdo dos produtos foram calculadas em 1485 g ha?, 2250 g ha' e 120 g ha? para
Clorotalonil, Mancozebe e Metalaxil-M, respectivamente. As PECinicial calculadas com base nas
informagdes anteriores foram: 1,98 mg kg para o Clorotalonil, 3 mg kg? para Mancozebe e
0,16 mg kg* para Metalaxil — M.

2.2.3 Grupo de experimentos 2: Viabilidade de esporos em diferentes anos de

estocagem

Buscando responder por até quanto tempo esporos estocados a 4 °C, seriam passiveis

de uso em testes ecotoxicologicos sem comprometer a sensibilidade da sua germinacéao, foram
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selecionados esporos de isolados de FMAs que estavam armazenados no Laboratdrio de
Ecologia por diferentes periodos (anos) de estocagem.

2.2.3.2 Material biologico

Foram utilizados esporos das espécies G. albida e R. clarus. O isolado de G. albida
utilizado foi 0 SCT200A, o mesmo utilizado para os ensaios do item 2.2.1. Para R. clarus, como
ndo havia disponibilidade do isolado RIN102A para os anos de estocagem desejado utilizou-se
o isolado SCT720A. Ambos os isolados testados, eram provenientes da Colecédo Internacional
de Cultura de Glomeromycota (CICG), cultivadas pelo do método de culturas armadilha
(STUTZ & MORTON, 1996) e armazenadas a 4 °C desde o seu recebimento até a sua

utilizacdo. Foram utilizados esporos com até 5 anos de estocagem (periodo de 2013 a 2017).

2.2.3.3 Tratamentos e analise estatistica

Para cada espécie os ensaios foram conduzidos em delineamento completamente
casualizado onde, para cada uma das espécies testadas e cada ano de estocagem foram
realizadas 3 repeticdes. A quantidade de repeti¢Oes foi determinada pela quantidade maxima de
esporos da espécie/ano de estocagem com menor volume de solo-inéculo.

Manteve-se o critério de determinacdo do que se deve considerar como um esporo
germinado (comprimento das hifas apos a germinacdo 5 vezes maior do que o didmetro do
esporo) e observou-se quais anos de estocagem atenderiam o critério de validacdo que exige 75
% de germinag&o no controle (ISO, 2009).

Ao final do ensaio, para cada espécie, ano de estocagem e repeticao, o nimero total de
esporos recuperados (encontrados no final do ensaio) e 0 nimero de esporos germinados foram
contados para proceder-se o calculo da taxa de germinacéo ([x.100/n], onde x = ndmero esporos
germinados; n = numero esporos recuperados). Os dados médios de germinacao de cada ano de
estocagem foram submetidos a analise de variancia (ANOVA One-way) seguida por teste
Tukey (p < 0,05).
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2.3 RESULTADOS

2.3.2 Manutencdo da resposta da germinacdo de esporos a fungicidas ao longo de

trés geracdes monoxénicas cultivo

2.3.2.2 Gigaspora albida

Todos os ensaios realizados para G. albida e suas geracGes tiveram seus resultados
considerados validos, com germinacao > 80 % no controle. Para todos os fungicidas testados,
todas as geracdes, o Teste de Dunnett demonstrou que o efeito das substancias ja se evidencia
na menor concentracdo testada e em funcdo disso a concentracdo de efeito ndo observado
(CENO) foi definida como < 10 mg kg™. Para o acido borico, essa concentragdo foi de 150 mg
kg para F1, < 100 mg kg* para F2 e 250 mg kg™ para F3. Os resultados obtidos para os ensaios
de germinacdo de esporos das geracdes F2 e F3 de G. albida para Clorotalonil, Mancozebe,
Metalaxil-M bem como para acido borico estdo apresentados na Figura 3.

Observa-se que para Clorotalonil e Mancozebe, houve comportamento parecido dos
resultados. A Clso paraas duas substancias indica que ha diferenga de resultados para a geragéo
F3, em relacdo as geracdes F2 e F1, que ndo diferem entre si (Figura 4). O conjunto de Clzo
(Figura5) e Clio (Figura 6), dessas duas substancias ndo apresentou diferencas estatisticas entre
as geracOes para essas duas substancias.

As respostas das geracdes para Metalaxil-M indicam para Clso que F1 e F2 tem 0 mesmo
comportamento de resultados e diferem de F3 (Figura 4). Para Cly 0s resultados de F1 indicam
similaridade de comportamento tanto com F2 quanto com F3 e que F2 é estatisticamente
diferente de F3 (Figura 5). Assim como para Clorotalonil e Mancozebe, o conjunto de Clio para
Metalaxil-M, ndo apresentou significancia estatistica entre os resultados das trés geracdes
(Figura 6).

Os dados para acido borico apontam que para Clso F1 e F3, séo estatisticamente iguais
(Figura 4) e para Claoe Clio, F1, F3 e F2 apresentam valores estatisticamente distintos (Figura
5 e Figura 6, respectivamente). Todos os valores de valores de Cl determinados para as geragoes
de G. albida, seus intervalos de confianga e modelo estatistico empregado s&o apresentados na
Tabela 2, no APENDICE A.
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Figura 3 - Percentual de germinagdo dos esporos de Gigaspora albida nas geragdes F1 (12
coluna), F2 (2% coluna) e F3 (3% coluna), em solo artificial tropical (SAT) contaminado com
Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e Acido Borico.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 6 repetigdes. Asteriscos indicam diferengas
estatisticamente significativas em relagdo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padrdo. Dados
relativos & geracdo F1 foram retirados de Mallmann et al. (2018).

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Figura 4 — Valores de concentracdo de inibicdo de 50 % da germinacgéo (Clso) e intervalo de
confianca superior (#) e inferior (®) para as trés geragcdes de Gigaspora albida testadas em
Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e &cido borico.
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Para a mesma cor de barras, letras diferentes acima dos valores de CI, indicam que esses diferem estatisticamente
entre si, através de Teste Tukey (p < 0,05); Dados relativos & geracdo F1, foram retirados de Mallmann et al.,
(2018).

Fonte: Producéo da autora, 2020.

Figura 5 - Valores de concentracdo de inibicdo de 20 % da germinacgéo (Clxo) e intervalo de
confianca superior (#) e inferior (®) para as trés geragdes de Gigaspora albida testadas em
Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e &cido borico.
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Para a mesma cor de barras, letras diferentes acima dos valores de Cl, indicam que esses diferem estatisticamente
entre si, atraves de Teste Tukey (p < 0,05); ns — valores de Cl ndo diferem estatisticamente entre si. Dados relativos
a geracgdo F1, foram retirados de Mallmann et al., (2018).

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Figura 6 - Valores de concentracdo de inibicdo de 10 % da germinacéo (Clio) e intervalo de
confianca superior (#) e inferior (®) para as trés geragdes de Gigaspora albida testadas em
Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e &cido borico.
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Para a mesma cor de barras, letras diferentes acima dos valores de ClI, indicam que esses diferem estatisticamente
entre si, através de Teste Tukey (p < 0,05); ns —valores de Cl ndo diferem estatisticamente entre si. Dados relativos
a geracgdo F1, foram retirados de Mallmann et al., (2018).

Fonte: Producéo da autora, 2020.

2.3.2.3 Rhizophagus clarus

Os ensaios realizados com as geracdes de R. clarus tiveram seus resultados considerados
validos, com germinagdo > 75 % no controle (Figura 7). Para todos os fungicidas e em todas as
geragdes testadas, o Teste de Dunnett (p < 0,05) demonstrou que o efeito das substancias ja se
evidencia na menor concentracdo testada e em funcdo disso a CENO foi definida como < 10
mg kg. Para o cido borico, a CENO em F1 foi de 150 mg kg™ e < 100 mg kg™ para F2 e F3.

Os resultados das Clso, Cl2o, Clio para Clorotalonil ndo diferiram entre si por Tukey (p <
0,05) e para Mancozebe F3, teve respostas significantemente diferentes de F1 e F2 para todas
as ClI calculados (Figura 8, Figura 9 e Figura 10).

As respostas das geracOes para Metalaxil-M indicam para Clsp que 0 mesmo
comportamento de resultados € diferente entre todas as geracbes (Figura 8). Para Cly 0s
resultados indicam similaridade de comportamento para F2 e F3 e que F1 é estatisticamente
diferente de F2 (Figura 9). Quando consideradas as Clio dessa substancia, ndo houve

significancia estatistica entre os resultados das trés geragdes (Figura 10).
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Os dados para &cido borico apontam que para todas as Cls calculadas, F1 e F3, sdo
estatisticamente iguais e que F2, difere das demais geracGes. Todos os valores de CI

determinados para as geracdes de R. clarus pode ser vistos na Tabela 3, no APENDICE A.

Figura 7 - Percentual de germinacdo dos esporos de Rhizophagus clarus nas geracgoes F1 (12
coluna), F2 (22 coluna) e F3 (32 coluna), testadas em solo artificial tropical (SAT) contaminado
com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e &cido bdrico.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 6 repeti¢des. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Figura 8 - Valores de concentracdo de inibicdo de 50 % da germinacdo (Clso) e intervalo de
confianca superior (#) ¢ inferior (®) para as trés geragdes de Rhizophagus clarus testadas em
Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e &cido borico.
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Para a mesma cor de barras, letras diferentes acima dos valores de ClI, indicam que esses diferem estatisticamente
entre si, através de Teste Tukey (p < 0,05); ns — valores de CI ndo diferem estatisticamente entre si. Dados relativos
a geragdo F1, foram retirados de Mallmann et al., (2018).
Fonte: Producéo da autora, 2020.

Figura 9 - Valores de concentracdo de inibicdo de 20 % da germinagéo (Clxo) e intervalo de
confianca superior (#) e inferior (@) para as trés geragdes de Rhizophagus clarus testadas em
Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e &cido borico.
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Para a mesma cor de barras, letras diferentes acima dos valores de ClI, indicam que esses diferem estatisticamente
entre si, através de Teste Tukey (p < 0,05); ns — valores de Cl ndo diferem estatisticamente entre si. Dados relativos
a geracdo F1, foram retirados de Mallmann et al., (2018).
Fonte: Producéo da autora, 2020.



58

Figura 10 - Valores de concentragdo de inibi¢cdo de 10 % da germinacgéo (Clio) e intervalo de
confianca superior (#) e inferior (®) para as trés geragoes de Rhizophagus clarus testadas em
Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e &cido borico.
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Para a mesma cor de barras, letras diferentes acima dos valores de ClI, indicam que esses diferem estatisticamente
entre si, através de Teste Tukey (p < 0,05); ns —valores de Cl ndo diferem estatisticamente entre si. Dados relativos
a geragdo F1, foram retirados de Mallmann et al., (2018).

Fonte: Producéo da autora, 2020.

2.3.3 Viabilidade de esporos em diferentes anos de estocagem

As taxas médias de germinacdo de esporos das duas espécies para o 1°, 2°, 3°, 4° ¢ 5°
ano de estocagem foram respectivamente: 90, 92, 85, 92 e 91 % para G. albida e 86, 76, 61, 48
e 48 % para R. clarus (Figura 11).

Estatisticamente, ndo houve diferenca significativa entre os anos de estocagem de G.
albida e para todos os anos de estocagem avaliados, as médias de germinacdo sao suficientes
para validar um ensaio seguindo os critérios propostos pelo protocolo ISO 10832:20009e
validados para essas duas espécies em Mallmann et al. (2018) (> 75 %).

Para a espécie R. clarus, o 1° e 2° ano obtiveram valores de germinacéo estatisticamente
superiores ao 4° e 5° ano de estocagem e atingiram média de germinacdo suficiente para validar
um ensaio. O percentual de germinacdo do 3° ano de estocagem foi intermediario, mas ndo
atinge 75 %, logo, ndo passivel de uso para um ensaio ecotoxicolégico com esse padrdo de

validacao.
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Figura 11 - Percentual de germinacdo de Gigaspora albida e Rhizophagus clarus ao longo de
cinco anos de estocagem.
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Os dados sdo médias de 3 repeticdes; ns = diferenca estatistica ndo significativa através de teste Tukey (p <0.05);
(7) desvio padrao.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

2.4 DISCUSSAO

2.4.2 Manutencao da resposta da germinacdo de esporos a fungicidas ao longo de
trés geracdes de cultivo

Todas as substancias testadas afetaram as espécies de FMA testadas e suas geracdes. A
magnitude dos efeitos variou entre as substancias (agrotoxicos ou acido bdrico) e isso se deve
ao fato de que cada uma delas, atua de modo distinto no metabolismo dos fungos.

Clorotalonil e Mancozebe sdo fungicidas de contato multi-sitio e possuem a
caracteristica de atuar em pontos do metabolismo fangico (GISI; SIEROTZKI, 2008; BRASIL,
2017). Sao considerados de baixo risco no que tange a selecao de fungos com resisténcia a eles
(EPA, 2020) e por isso acabam sendo utilizados com alta frequéncia durante o periodo
vegetativo das plantas (SCARIOT, 2016). Tanto o Clorotalonil como 0 Mancozebe possuem
historico de agdo com indicacdo de atuagdo em moléculas atuantes no processo de respiracdo
fangica (SCARIOT, 2016). O Clorotalonil foi indicado como inibidor das moléculas de tiol, e
0 Mancozebe foi associado como um desacoplador de cadeia transportadora de elétrons,
provocando perturbagdes na fungdo mitocondrial (SCARIOT, 2016; EPA, 2020). O Mancozebe
também foi descrito como causador de morte por apoptose em celular de alguns grupos fungicos
gue ndo os FMA (SCARIQOT, 2016).
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Os dois fungicidas citados acima, causaram efeitos similares entre as geraces dos
isolados testados. 1sso pode ser decorrente da acdo em diferentes pontos do metabolismo dos
FMA promotores da germinacdo dos esporos, dado os seus modos de acao.

O modo de acdo do Metalaxil-M afeta a sintese de acidos nucléicos, inibindo a RNA
polimerase |, afetando diretamente a sintese do RNA ribossomal e como consequéncia provoca
todo um desbalango na producdo de proteinas na célula fungica (BRASIL, 2017; EPA, 2020).
Os efeitos na germinacao, quando medidos pelo valor da Cl determinado, foram encontrados
em concentracdes mais baixas para Metalaxil-M do que para os outros fungicidas. Esses efeitos
podem ser atribuidos a fato deste atuar em etapas mais primordiais do metabolismo flngico,
dado o seu modo de acao.

Com relacéo ao boro (B), os fungos ndo utilizam esse elemento em seu metabolismo e
as primeiras hipoteses envolvendo o B em fungos indicaram que B poderia ser sequestrado por
carboidratos fungicos (LEHTO et al., 2004). Nesse processo, a absor¢do de B pode se dar
através da absorgdo passiva de &cido bérico (forma de B disponivel na solucéo do solo em pH
neutro e a substancia testa), sequido de rapida formacdo de complexos com os carboidratos
fangicos, permitindo continua entrada de acido bdrico e, portanto, acumulacéo desse elemento
nas células fungicas, mesmo contra um gradiente de concentracdo (LAVOLA; APHALDO;
LEHTO, 2011). E possivel que o B absorvido na forma de acido bérico, acumulado nas células
fangicas e tenha provocado alteragdes metabdlicas, ndo mensuradas nesse estudo, mas que
inibiram a germinacéo.

No que se refere a resposta das geracOes das espécies testadas, os resultados indicaram
que a variabilidade da resposta da germinacdo depende da substéncia testada e da magnitude
do efeito que se quer medir (aqui optamos pelas concentragdes de inibi¢cdo em 50, 20 e 10 % da
germinacdo). Embora alguns grupos de resultados como o conjunto de Clyo determinadas para
os fungicidas (e também Clo para Clorotalonil) das geragdes de G. albida e o conjunto de todas
as Cls de R. clarus para o Clorotalonil, tenham apresentado comportamento estatisticamente
equivalente, para a maioria das combinacges 'substancia + geracao + Cl ' os resultados indicam
a auséncia de estabilidade da resposta.

N&o houve, entre os isolados de G. albida e nem entre os de R. clarus uma geracao que
tenha sido mais ou menos sensivel para todas as substancias (fungicidas e acido bdrico),
indicando que a variacao da resposta ao longo das gerac6es pode ser resultado do modo de acéo
da substancia e da variabilidade genética natural presentes nesses fungos. A variabilidade
genética entre organismos da mesma espécie vem sendo estudada e evidéncias experimentais

mostram que parte dessa variabilidade pode sem encontrada a niveis de nacleos, dentro de um
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citoplasma comum (HIJRI; SANDERS, 2005). Nucleos com material genético diferente,
tendem a gerar, descendentes de FMAs que receberam nucleétipos diferentes em comparagéo
a "linhagem parental” ou dos "esporos irmdos” (ANGELARD et al., 2010.) Nucledtipos
distintos (determinados pela quantidade total de DNA codificante e ndo-codificante)
influenciam no desenvolvimento celular e em alguns de suas caracteristicas como o volume
celular e nuclear e tamanho dos cromossomos (BENNETT, 1985; DOYLE; COATE, 2019). As
variantes genéticas de uma mesma linhagem de FMA, sdo capazes de expressar respostas
fenotipicas distintas as mesmas variaveis (EHINGER et al., 2012).

Observou-se para principalmente entre os conjuntos de Clso e Cloo calculadas para F2 e
F3 de ambas as espécies, uma variagdo numericamente ampla (e estatisticamente diferente) de
resultados. Efeitos contrastantes em geracGes subsequentes também foram observados por
Ehinger et al. (2012) que, conduziram estudo in vitro, avaliando caracteristicas moleculares e
de germinacdo de 3 geragdes de Rhizophagus irregulares. Os autores observaram que uma
determinada linhagem apresentou as taxas mais lentas de crescimento do tubo germinativo dos
esporos avaliados e que, a geracao seguinte apresentou as taxas mais rapidas de crescimento da
mesma caracteristica. Pontuaram que as variacGes fenotipicas, acompanham as variacfes
genéticas dessas linhagens e geracOes e que essas variacdes pareciam ser aleatorias. Para este
estudo, ndo houve avaliagbes a nivel molecular que nos permita afirmar que somente a
variabilidade genética seja a responsavel pelas respostas encontradas.

Num esquema de analise de risco, para a fase de menor complexidade, a existéncia de
risco dos agrotoxicos testados ndo considera somente 0s nimeros absolutos das Cls calculadas.
Adota-se a existéncia de uma relacdo entre a PEC calculada para cada substancia e as
concentracfes de efeito em 10 % da populacdo testada (EFSA, 2015). Esse critério é
considerado para organismos da fauna do solo, que ja possuem uma regulamentacéo especifica.
Extrapolar essa abordagem para avaliagdes com FMAs ainda demanda ser discutida, uma vez
que séo se tem informacdes suficientes para afirmar que aceitar um impacto em 10 % do efeito
medido, € uma margem segura em termos de manutencdo dos servicos prestados por esses
organismos.

Considerando as Clyo calculadas, tivemos valores de efeito menores do que o valor de
PECinicial calculada para Clorotalonil (1,98 mg kg™) e Mancozebe (3 mg kg™). Isso significa
que, para G. albida F1 e Clorotalonil e para as geraces F1 e F2 de ambas as espécies para
Mancozebe, ha a exposi¢do a uma concentracdo desses agrotoxicos no solo, maior do que a que

causa efeito "aceitavel".



62

Nesse estudo, ndo verificou-se a estabilidade da resposta da germinagédo ao longo das
geragdes, mas a sensibilidade das espécies as substancias existe e foi comprovada (CENO < 10
mg kg*; resultados dos testes Dunnett), mesmo que algumas substancias possam ter indicativos
de ndo causar risco, quando se considera a relacdo entre Clioe PECs, para esse estudo).

As menores variag0es entre resultados foram observadas dentro do conjunto de Clio
calculadas e, dentro do contexto da ecotoxicologia, pode ser a informagdo mais segura a ser
utilizada para contornar a necessidade de padronizacdo na obtencdo dos resultados. Testes
ecotoxicoldgicos de laboratorio representam o pior cenario de exposi¢ao dos organismos-testes
as substancias e embora a germinacdo, que é a caracteristica medida pelo protocolo 1SO
10832:2009 e pela adaptacdo de Mallmann et al. (2018), seja uma resposta passivel de
variacdes, dependendo do conjunto de organismo-teste, ela deve ser entendida como uma etapa
inicial da avaliacdo dos efeitos de agrotdxicos e outras substancias sobre a simbiose micorrizica.
Ensaios de germinagdo comp8em ensaios preliminares, com menor nivel de complexidade
(lower tier) e podem representar dentro do contexto de avaliagao de risco, um paralelo daquilo
gue os ensaios de letalidade representam para a avaliacdo da fauna solo: uma ferramenta que
permite respostas mais rapidas que permitam estimar novas concentracdes de sustancias e
avaliar efeitos em caracteristicas ecologicamente mais relevantes do ciclo de vida desses

organismos.

2.4.3 Viabilidade dos esporos

O processo de multiplicagdo, como visto no item 2.2.2.2.1 Multiplicagdo dos esporos
dura aproximadamente 4 meses. Isso significa que, para cumprir a premissa do protocolo 1SO
de se utilizar esporos com idade inferior a 5 meses o processo de multiplicacdo devera ser
constante, numa situacdo de montagem de ensaios em baterias de teste ou, huma segunda
situacdo, que a compra desses isolados dos bancos que disponibilizam culturas de FMAs devera
ser efetuada de forma frequente. A primeira situacdo incorre na necessidade de recursos
humanos disponiveis constantemente e a segunda, em haver disponibilidade de recursos
financeiros para a compra (e a disponibilidade dos isolados de interesse nas colecGes de cultura
de FMASs) e ambas, podem constituir um entrave para o desenvolvimento de pesquisas com
esses organismos.

Os resultados para as espécies testadas, apontaram tempos diferentes de viabilidade dos
esporos. Os esporos de G. albida podem permanecer estocados por até 5 anos, enquanto, para

R. clarus o tempo de estocagem diminui para 2 anos.
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Mesmo adotando, para ambas a espécies, 0 menor tempo possivel de estocagem (2
anos), tem-se uma ‘vida til’ de isolado quase quatro vezes superior aquela indicada no
protocolo ISO, que € de até 5 meses e contorna em partes, as dificuldades de multiplicacdo em
larga escala desses organismos, impostas pela caracteristica de simbionte obrigatorio.

Além dos aspectos inerentes ao processo de multiplicacdo dos esporos em si e
dificuldades para a aquisicdo de exemplares de isolados fungicos, outro forte motivo pode ser
adicionado ao porqué se optar por utilizar esporos, desde que viaveis, com maior idade e tempo
de armazenagem em ensaios ecotoxicologicos: a existéncia de variacdo da resposta de
germinacao. Esporos que ndo se mantém viaveis por longos periodos ou que ndo toleram tempo
de estocagem prolongada, necessariamente precisarao de ciclos de reproducéo mais frequentes
implicando num aumento das possibilidades de variacdo genética e consequentemente, de
variacdo da desses organismos-teste as substancias testadas.

Logo, esporos vidveis por periodos prolongados (desde que armazenados
adequadamente) otimizam o uso e o processo de producdo desses propagulos uma vez que,
esporos “mais velhos” podem ser utilizados em testes ecotoxicoldgicos sem comprometer a
resposta da germinacao e ainda minimizam os efeitos em termos de variabilidade genética que

a reproducéo frequente pode gerar.

2.5 CONCLUSAO

Esporos de trés geragdes de cultivo das espécies G. albida e R. clarus ndo mantiveram
a estabilidade da sua resposta de germinacdo, mesmo utilizando-se do método padrdo de
conducéo dos ensaios e 0s mesmos compostos testados.

Os esporos de G. albida mantiveram, ao longo de cinco anos de estocagem, a viabilidade
necessaria para atender o pré-requisito de percentual de germinacdo na validacdo de ensaios
do protocolo ecotoxicoldgico recomendado; Esporos de R. clarus, esticados por até dois anos
mantém sua viabilidade de capacidade de validar ensaios ecotoxicoldgicos com base nesse

critério.
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Tabela 2 - Valores de concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e de concentracdo de
inibicdo (Clso, Clxo e Clyo) para o isolado G1 de Gigaspora albida e suas geracoes (F1, F2 e
F3), em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M
e &cido borico.

Substancia CENO Clso[1Co59%] Cl20[1Co59%] Cl1o[1Co59%]
/ Geracao Modelo estatistico Modelo estatistico Modelo estatistico
Clorotalonil
121°[8,1 - 16,2 36™[22-50 1,7 [1,1-24
Fl <1Omgkg'1 y [v_ v] ) [l_l] Il [v_l]
Exponencial Exponencial Exponencial
F> <lomgkgt  113°[97-128] 5,6 [43-7,0] 37 [24-51]
Logistico Logistico Logistico
F3 < 10 mg kg™ 30,12 [20,7 - 39,6] 7,6 [3,0-12,2] 3,4[06-6,2]
Exponencial Logistico Logistico
Mancozebe
5,70 [4,00 - 7,3 1,6™[10-21 07" [05-1,0
Fl <1Omgkg'1 y [1 _1] y [1 - 1] y [!_ 1]
Exponencial Exponencial Exponencial
b
1 19,2° [15,5 - 22,9] 5,1[3,4 - 6,8] 1,5[-0,9 - 3,8]
F2 <10mg kg Logistico Linear Linear
3 <10mgkgt  46.7°[306-629] 14,0[4,5- 23 4] 6.9[04-134]
Logistico Logistico Logistico
Metalaxil-M
F1 <10 mg kg™ 3,50 [1,9-5,1] 14%108-2,1] 0,7 [0,4-0,9]
Exponencial Exponencial Exponencial
F> <10mgkgt 25 [20-30] 08”[0,6-0,9] 0403 -04]
Exponencial Exponencial Exponencial
F3 <10mgkg?  136°[98-17.3] 4,6%[2,2-7,01] 25[0,7-42]
Logistico Logistico Logistico
Acido Borico
F1 150 mg kg™ 359,82 [336,9 - 382,8] 263,9%[234,6 - 293,1] 220,62 [187,8 - 253,4]
Logistico Logistico Logistico
2 < 100 mg kg'! 85,8” [68,7 - 103,0] 15,0°[10,9 - 19,9] 75° [55-9/7]
Exponencial Linear Linear
F3 250 mg kgt 432 2% [384,2 - 480,3] 172,9° [153,7 - 192,1] 86,5 [76,8 - 96,1]

Linear

Linear

Linear

Para a mesma substancia, médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, através
de Teste Tukey (p < 0,05); ns - médias ndo diferem estatisticamente entre si. Dados relativos ao campo F1 — Fonte:
Mallmann et al. (2018). Clso, 20 10 = cOncentracao de inibigéo de 50 %, 20 % e 10 % da germinacéo; IC - intervalos

de confianca.

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Tabela 3 - Valores de concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e de concentracdo de
inibicdo (Clso, Cl2o e Clio) para o isolado R1 de Rhizophagus clarus e suas geragoes (F1, F2 e
F3), em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M

e acido bérico.

Substancia Clso [1Co5%] Cl2o [I1Co5%] Clio [I1Ces%]
/ Geracdo Modelo estatistico Modelo estatistico Modelo estatistico
Clorotalonil
ns ns ns
F1 <10 mg kgt 36,2 °[11,2 - 61,2] 19,7749 7_34,5] 18,6 " [4,0 7_33,2]
Gompertz Exponencial Exponencial
) 10,3[8,0-12,7] 4,8[3,6-509] 34[22-43]
1
F2 <10mgkg Exponencial Exponencial Exponencial
) 25,8[15,9 - 35,8] 17,7[ 10,1 - 25,3] 15,7 [8,5-22,9]
1
F3 <10mgkg Exponencial Exponencial Exponencial
Mancozebe
b b b
F1 <10 mg kgt 1457109 -18,1] 6,37 [4,0-85] 29°[18-40]
Exponencial Exponencial Exponencial
F2 <10 mg kg 10,3° [7,5 - 13,0] 38°[27-48] 21°[12-31]
Linear Linear Linear
F3 <10 mg kg™ 58,32 [ 51,0 - 65,5] 23,32 [20,4 - 26,2] 11,72110,2 - 13,1]
Linear Linear Linear
Metalaxil-M
a a ns
F1 <10 mg kgt 27,3 [23,4 - 31,2] 8,4” [6,3-10,6] 39 7°[29-50]
Exponencial Exponencial Exponencial
F2 <10 mg kg 28°[22-34] 09°[0,8-10] 05[0,4-0,6]
Exponencial Exponencial Exponencial
F3 <10 mg kgt 16.4° [11,8 - 21,1] 5720 [2,6-8,8] 30[02-73]
Exponencial Exponencial Exponencial
Acido Bérico
a a a
F1 150 mg kgt 684,3" (642,3 - 726,3) 235,0 [2.16,6 —253,4] 1175 [198,3 —-126,7]
Gompertz Linear Linear
F2 <100 mg kg 197,37 [167.8 - 226,7] 99,9° [ 75,8 - 124,1] 67,1° [46,2 - 88,1]
Logistico Logistico Logistico
F3 <100 mg kg™t 643,02 [579,2 - 706,2] 257,22 [231,7 - 282,7] 128,62 [115,8 - 141,3]
Linear Linear Linear

Para a mesma substancia, médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, através
de Teste Tukey (p < 0,05); ns - médias nao diferem estatisticamente entre si. Dados relativos ao campo F1 — Fonte:
Mallmann et al. (2018). Clso, 20 10 = cOncentracao de inibigdo de 50 %, 20 % e 10 % da germinacdo; IC - intervalos

de confianca.
Fonte: Producéo da autora, 2020.
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3 CAPITULO 2: VARIABILIDADE INTRAESPECIFICA DA GERMINA(;AO DE
ESPOROS DE ISOLADOS Gigaspora albida E Rhizophagus clarus A FUNGICIDAS

RESUMO

Grupos-chave para varias funcGes ecossistémicas, principalmente relacionados ao incremento
nutricional das plantas, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) possuem uma variabilidade
genética natural entre individuos da mesma espécie que pode influenciar na resposta desses
organismos, quando expostos a agrotoxicos e outros compostos no solo. Propds-se nesse estudo,
verificar existéncia de variabilidade na resposta intraespecifica da germinacdo de esporos de
cincos isolados das espécies Gigaspora albida e Rhizophagus clarus, com diferentes origens
geograficas quando testada com os fungicidas Clorotalonil, Mancozebe e Metalaxil (nas
concentragdes de 0, 10, 25, 50 e 100 mg kg™) e a &cido bérico (0, 100, 250, 500, 750 e 1000
mg kg?), além de avaliar a resposta da espécie Funneliformis mosseae (BEG 240), para
Clorotalonil e &cido bérico (nas mesmas concentracgdes). Os resultados dos testes de germinacéo
mostraram concentracdes de efeito ndo observado (CENO) < 10 mg kg™ para os isolados de G.
albida e < 10 mg kg™ para os isolados de R. clarus, para todos os fungicidas testados. No acido
bérico, a CENO variou entre < 100 mg kg™ e 250 mg kg™ para G. albida e foi sempre < 100
mg kgt para os isolados de R. clarus. Os valores de concentracéo de inibigdo (Cl) determinados
para cada espécie e isolados (Clso, Cloo e Clio), apontaram para a existéncia de variagdes no
comportamento dos resultados entre isolados da mesma espécie em todas as substancias
testadas, mesmo utilizando-se de método padrdo de conducdo dos ensaios. Em complemento
aos resultados de Clio estabelecidos para cada espécie, isolados e fungicida, esses valores foram
comparados com o valor estimado da Concentragdo Ambiental Prevista inicial das formulagoes
testadas (originalmente Predicted Environmental Concentration — PECinicial), para Clorotalonil
(1,98 mg kg), Mancozebe (3 mg kg?) e para Metalaxil — M (0,16 mg kg™) e, de todos os
isolados testados foi possivel apontar que o Clorotalonil oferece potencial risco para a
germinacao do isolado G3 de G. albida. Outros isolados tiveram valores de Clig bem préximo
as PECinicial para Mancozebe (isolado R3) e Metalaxil-M (isolados G2 e G3). Os resultados para
F. mosseae permitiram o calculo das Clsg, Clx e Clio e a CENO foi determinada em < 10 mg
kg para Clorotalonil e < 100 mg kg™ para acido borico.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Inibicdo da germinacao. Isolados fingicos. Risco de exposicao.
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3 CHAPTER 2: INTRASPECIFIC VARIABILITY OF SPORE GERMINATION IN
Gigaspora albida AND Rhizophagus clarus ISOLATES TO FUNGICIDES

ABSTRACT

Key groups for various ecosystem functions, mainly related to the nutritional increase of plants,
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) have a natural genetic variability between individuals of
the same species and that can influence the response of these organisms when exposed to
pesticides and other compounds in the soil. This study aimed to verify the existence of response
intraspecific variability of spore germination in five Gigaspora albida and Rhizophagus clarus
species isolates, with different geographical origins when tested with the fungicides
Chlorothalonil, Mancozeb and Metalaxyl-M (in 0, 10, 25, 50 and 100 mg kg™ concentrations)
and boric acid (0, 100, 250, 500, 750 and 1000 mg kg™) and in addition to evaluating the
response of Funneliformis mosseae (BEG 240), for chlorothalonil and boric acid (in the same
concentrations). The results of the germination tests showed the no observed effects
concentration (NOEC) is < 10 mg kg for G. albida isolates and < 0 mg kg™ for R. clarus
isolates. For boric acid, NOEC varied between <100 mg kg and 250 mg kg to G. albida and
it was always < 10 mg kg for R. clarus isolates. The inhibition concentration values (IC)
determined for each species and isolates (ICso, IC20 € 1C10), showed the existence of behavior
variations of the results among the isolates of same species, in all tested substances, even using
the standard method of conduction of the tests. The ICyo results established for each species,
generation and fungicide were compared with the Predicted Environmental Concentration —
PECinitial to Chlorothalonil (1,98 mg kg), Mancozeb (3 mg kg™) and Metalaxyl-M (0,16 mg
kg™) and of all the tested isolates, it was possible to point out that Chlorothalonil offers potential
risk for the germination of G3 G. albida isolate. Other isolates had 1C1o values closely to
PECinitiar estimated for Mancozeb (R3 isolate) and Metalaxyl-M (G2 and G3 isolates). The
results for F. mosseae allowed the calculation of ICsp, IC20 and 1C10 NOEC was determined to
be <10 mg kg for Chlorothalonil and <100 mg kg™ for boric acid.

Key words: Pesticides. Germination inhibition. Fungal isolates. Risk of exposure.
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3.1 INTRODUCAO

Os FMAs sdo grupos-chave na prestacéo de servicos ecossistémicos, entre esses e em
destaque, estdo o incremento nutricional e fitossanidade das plantas (GIANINAZZI et al., 2010;
GIOVANNETTI; AVIO; SBRANA, 2015). Sabe se que a eficiéncia simbidtica das espécies de
FMAs pode variar entre espécies de FMA distintas ou entre diferentes isolados da mesma
especie (MUNKVOLD et al.,, 2004; JOHNSON et al., 2012). A nivel de individuo, a
variabilidade genética existente entre individuos da mesma espécie (NOVAIS et al., 2017)
também pode influenciar em niveis de tolerancia ou sensibilidade desses organismos quando
expostos a diferentes produtos quimicos, incluindo os agrotéxicos (NOVAIS et al., 2019). Além
de substancias distintas, o tipo de sistema experimental adotado, a etapa do ciclo de vida
estudada e as espécies/isolados testadas também podem interferir na amplitude da resposta dos
fungos (LENOIR; FONTAINE; SAHRAOUI, 2016).

G. albida é uma das espécies propostas por Mallmann et al. (2018) para ser utilizada em
avaliacBes ecotoxicologicas envolvendo agrotoxicos. A espécie pertence a Familia
Gigasporaceae, Ordem Diversiporales de acordo com a classificacdo para Glomeromycota
proposta por Redecker et al. (2013). A espécie foi descrita por Schenck e Smith (1982) e seus
esporos séo globosos ou subglobosos, com tamanho entre 200 e 280 um. As paredes dos esporos
de G. albida sdo formadas por trés camadas, sendo: (1) a mais externa uma camada permanente,
lisa e rigida; (2) a camada intermediaria € semi-plastica constituida por laminas que podem se
espessar ou aumentar em nimero com a diferenciacdo e amadurecimento do esporo e (3) a
terceira camada (e mais interna) possui numerosas “verrugas” ou “papilas” em sua superficie
interna e, por estar associada a formacéo de estruturas de germinacdo é chamada de camada
germinativa. Na germinacdo dos esporos, o tubo germinativo se forma nas proximidades papilas
da camada germinativa e cresce através das paredes do esporo (SCHENCK; SMITH,1982;
INVAM, 2017a). Quando em associa¢do micorrizica G. albida espécie forma arbusculo com
extremidades finas a partir de uma hifa tronco dilatada, ndo forma estruturas de armazenamento
(vesiculas) mas forma, através da diferenciacdes de hifas externas, as chamadas células
auxiliares que, para alguns autores exerce funcGes semelhantes as vesiculas; além disso,
possuem a caracteristicas de produzir micélio/hifa extrarradicular extensos no solo em relagéo
a outras espécies de FMA (ABBOTT, 1982, BENTIVENGA; MORTON, 1995;
CAVAGNARO et al, 2001; INVAM, 2017).

JaR. clarus, a segunda espécie proposta para estudos ecotoxicoldgicos com agrotoxicos,

pertence a Familia Glomeraceae, Ordem Glomerales, foi descrito por Nicolson e Schenck,
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em 1979 e pertencia inicialmente ao género Glomus. Em 2010, a partir de evidéncias
moleculares, a espécie foi separada de Glomus e incluida no género Rhizophagus (SCHURLER;
WALKER, 2010). Os esporos de R. clarus sdo formados por trés camadas: (1) uma camada
externa hialina e mucilaginosa, que se degrada e se desprende do esporo ao longo do seu
amadurecimento e geralmente esta ausente em esporos maduros; (2) uma camada intermediéria,
permanente, formada por subcamadas com consisténcia granular que causam rachaduras e
fragmentacdo da parede do esporo, possui maior espessura em algumas regides de modo que,
visualmente o esporos tenha uma aparéncia ondulada; (3) uma terceira camada, permanente,
geralmente fina, formada por subcamadas que podem se espessar (NICOLSON; SCHENCK,
1979; STURMER; MORTON, 1997; INVAM, 2017b). Na germinagdo, um ou mais tubos
germinativos se originam no septo, ou no ponto em que a hifa suspensora se quebra e
"emergem” da camada mais interna do esporo. A formacao de arbusculos para associactes
micorrizicas promovidas por R. clarus é mais abundante no inicio da colonizacdo, ha a
formacdo de vesiculas e a diferenciacdo de hifas intraradiculares em esporos ndo é incomum.
Produzem micélio externo as raizes e esporos no solo, mais rapidamente do que Gigaspora
(NICOLSON; SCHENCK, 1979, ABBOTT, 1982; LEE; EOM, 2015; INVAM, 2017).

Uma vez que, a variabilidade intraespecifica dos FMAs pode interferir na sensibilidade
aos agrotdxicos no solo, esta precisa ser considerada e investigada quando pretendemos
recomendar isolados de espécies de FMAs para uso em protocolos ecotoxicolégicos
padronizados. Nesse sentido, propbs-se nesse capitulo, verificar existéncia de variabilidade na
resposta intraespecifica da germinacdo de esporos das espécies G. albida e R. clarus, propostas
por Mallmann et al. (2018) a agrotoxicos. Adicionalmente, neste capitulo avaliou-se o
desempenho da resposta da germinacéo de F. mosseae (isolado BEG 240), recomendada no
protocolo 1SO 10832:2009 para testes ecotoxicolégicos com metais, quando testada com

Clorotalonil e a substancia de referéncia.

3.2 MATERIAL E METODOS

Dois grupos de experimentos foram realizados, utilizando o protocolo ecotoxicoldgico
proposto por Mallmann et al. (2018). Um grupo de experimentos buscando para avaliar
variabilidade intraespecifica da resposta de isolados de G. albida e de R. clarus a contaminacéo
pelos fungicidas Clorotalonil, Mancozebe e Metalaxil-M e acido borico e o outro buscou avaliar
a sensibilidade da espécie de referéncia do protocolo ISO 10832:2009 a fungicida e a substancia

de referéncia proposta pelo mesmo estudo. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
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de Ecologia do Solo, da Universidade do Estado de Santa Catarina e se referem a avaliages
sobre a germinagdo dos esporos, parte da fase pré-simbidtica do ciclo de vida dos FMAs.

3.2.1 Metodologia comum aos dois grupos de experimentos

O substrato, bem como o método de montagem, avaliacdo e desmontagem das unidades
experimentais para os dois grupos de experimentos desse capitulo, seguiram exatamente como
descrito para os experimentos do Capitulo 1, nos itens 2.2.1.1 e 2.2.1.2. Substancias testadas,
bem como as andlises estatisticas empregadas seguiram o proposto no Capitulo 1, nos itens
2.2.2.1 e 2.2.2.3, respectivamente. Especificidades de cada grupo de experimentos desse

capitulo sdo descritos abaixo.

3.2.2 Grupo de experimentos 1: Variabilidade intraespecifica da resposta da

germinacéao a fungicidas

Esse conjunto de experimentos usou como substancias testes os fungicidas Clorotalonil,
Mancozebe e Metalaxil-M e além do &cido bdrico como substéncia de referéncia. Os efeitos
dos fungicidas foram testados em quatro concentracdes e mais um controle sem aplicacao (0;
10; 25; 50; 100 mg kg™ de substrato seco), com seis repeticdes por tratamento. O cido borico
foi testado em cinco concentracdes e mais um controle sem aplicacdo (0; 100; 250; 500; 750 e
1000 mg kg de substrato seco), também com 6 repeticdes por tratamento. Todos 0s ensaios
foram conduzidos em delineamento completamente casualizado. Para a contaminagdo, um
gradiente com concentragdes crescentes das substéncias foi preparado, diluindo-se uma solucgéo
estoque da referida substancia em agua destilada. A quantidade de solucdo estoque da
substancia + agua destilada adicionada ao substrato em cada concentracdo foi calculado de
forma a atingir a umidade desejada. As contaminacdes foram realizadas sempre no dia da
montagem do ensaio.

Foram utilizados esporos de 5 isolados de G. albida (SCT200A, MGR602C, PRN201A,
SCT217A e SCT238B) e outros 5 isolados da espécie R. clarus (RIN102A, CNPABOO05,
SCT720A, 6AmMA e NA112A), multiplicados conforme descrito em 2.2.2.2.1. Para esses
isolados, atribui-se um codigo alfanumérico e estabelecemos correspondéncia desse, com 0
cddigo original dos isolados testados (Quadro 2). Os esporos utilizados em cada ensaio possuiam

idade inferior a 1 ano. Para a obtencdo dos resultados referentes aos isolados G1 e R1, ndo



76

foram realizados novos ensaios. Utilizou-se os resultados referentes a geracdo F3 de Gigaspora
albida e Rhizophagus clarus apresentados no Capitulo 1.

Quadro 2 - Cddigos e informacgdes sobre local e ano de estabelecimento das culturas dos
isolados de Gigaspora albida e Rhizophagus clarus testados.

Cadigo Espécie/lsolado Localidade/ano de estabelecimento das culturas
Gl !Gigaspora albida SCT200A Dunas maritimas/Praia Santinho, Floriandpolis — SC, 2005.
G2 1Gigaspora albida MGR602C Serra do Cipd, Lagoa Santa — MG, 2009.
G3 !Gigaspora albida PRN201A Ilha do Mel, Pontal do Parana — PR, 2005
G4 1Gigaspora albida SCT217A Dunas maritimas/Praia da Joaquina, Florianopolis — SC, 2005.
G5 !Gigaspora albida SCT238B Dunas maritimas/ Floriandpolis — SC, 2005.

R1 'Rhizophagus clarus RIN102A Obtido via CNPAB-UFLA - Flérida, USA. Ano néo disponivel
R2  “Rhizophagus clarus CNPABOO5 [ocal de coleta e ano de estabelecimento desconhecido.

R3 'Rhizophagus clarus SCT720A Pastagem - Navegantes, SC. Ano 2007

R4 3Rhizophagus clarus 6Ama Avrea de mineragio, Morgantown, WV — EUA, 2008.

R5 SRhizophagus clarus NB112A Local exato desconhecido, Namibia, 1992.

!Isolados provenientes da Colegdo Internacional de Cultura de Glomeromycota — CICG;

2Isolado adquirida junto ao Centro de Recursos Bioldgicos Johanna Débereiner — CRB-ID.

3Isolados mantidos no Internacional Culture Collection Of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi — INVAM,
cedidos ao Laboratorio de Microbiologia/UFSC Curitibanos (via remessa internacional); multiplicados a partir de

culturas in vitro e fornecidas pela Professora Sonia Purin da Cruz (Laboratério de Microbiologia — UFSC
Curitibanos).

3.2.3 Grupo de experimentos 2: Resposta da germinacdo de esporos de

Funneliformis mosseae a fungicida e substancia de referéncia

Foram utilizados esporos de Funneliformis mosseae, isolado BEG 240, adquirido junto
ao Banco Internacional de Glomeromycota (https://www.i-beg.eu/) isolado de solo agricola, na
Alemanha, em 1993 (IBG, 2019).

A partir do solo-in6culo proveniente do Banco Internacional de Glomeromycota, novos
esporos foram multiplicados seguindo o descrito em 2.2.2.2.1. O nimero de esporos obtido ndo
foi suficiente para realizar ensaios com todas as substancias descritas no conjunto de
experimentos do tdpico que trata da variabilidade intraespecifica e por isso selecionamos o
Clorotalonil (produto comercial Bravonil Ultrex®) e o acido borico [HzBO3]. O Clorotalonil foi
testado em quatro concentragdes, mais controle sem aplicagdo (0; 10; 25; 50; 100 mg kg™ de
substrato seco); e o0 acido borico em cinco concentra¢fes, mais controle sem aplicacao (0; 100;
250; 500; 750 e 1000 mg kg* de substrato seco), ambos com 6 repetigcdes por tratamento. Para
0s ensaios envolvendo essa espécie, adotou-se a temperatura de 24 °C (x 2 ° C), originalmente
indicada pelo protocolo 1ISO 10832:20009.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Variabilidade intraespecifica da resposta da germinacéo a fungicidas

3.3.1.1 Gigaspora albida

Todos os ensaios realizados para os isolados de G. albida tiveram seus resultados
considerados vélidos, com germinacdo maior que 80 % nos tratamentos controle conforme
Mallmann et al. (2018). A germinacao de esporos apresentou efeito de reducdo j& na menor
concentracdo de Clorotalonil testada (10 mg kg™). Resultados para Clorotalonil mostraram
através de Teste de Dunnett (Figura 12) e em funcdo disso a concentracdo de efeito nédo
observado (CENO) foi definida como < 10 mg kg, para esse fungicida. Para Mancozebe,
isolados G1, G2, G3 e G4, os resultados indicam que efeitos sobre a inibicdo da germinacéo
ocorreram em concentragdes menores do que 10 mg kg, logo, a CENO foi igualmente
determinada como <10 mg kg™. O isolado G5 apresentou efeito do agrotdxico a partir da
segunda concentragéo testada (25 mg kg™?) e a CENO foi estimada em 10 mg kg* (Figura 13).

Figura 12 - Percentual de germinacdo dos esporos para os diferentes isolados de Gigaspora
albida, em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Clorotalonil.
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Gl, G2, G3, G4 e G5 — indicam isolados diferentes da espécie Gigaspora albida. Os dados (mostrados néo
transformados) sdo médias de 6 repeticfes. Asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em
relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padréo.

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Figura 13 - Percentual de germinacdo dos esporos para os diferentes isolados de Gigaspora
albida, em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Mancozebe.
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Gl, G2, G3, G4 e G5 — indicam isolados diferentes da espécie Gigaspora albida. Os dados (mostrados néo
transformados) sdo médias de 6 repeti¢bes. Asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em
relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). 1 — desvio padréo.

Fonte: Producéo da autora, 2020.

Quando testados com Metalaxil-M, os efeitos sobre a germinacéo ficaram evidentes a
partir da menor concentracdo testada para todos os isolados e a CENO foi estimada como <10
mg kg (Figura 14). E, para o acido bérico, as concentragdes CENO foram de 250 mg kg
para o isolado G1 e < 100 mg kg* para os demais isolados testados (Figura 15).

Os resultados da comparacdo por Tukey entre os valores de Clso (Figura 16), Clao
(Figura 17) e Clyo (Figura 18) indicaram que para Clorotalonil os isolados G1, G2, G3 e G4
apresentaram o mesmo comportamento de resposta diferindo, estatisticamente, do isolado G5.
Para Mancozebe o isolado G5 apresentou os maiores valores de Cls calculados (Cls0=90,7,
Clo= 36,3 e Clio= 18,1 mg kg™?) dentre os 5 isolados testados e diferiu estatisticamente do
isolado G3 (que apresentou os menores valores de Cl). Isolados G1,G2 e G4, para Cls,
apresentaram comportamentos de resposta iguais entre si, porém, com valores de CI
intermedidarios e estatisticamente diferentes de G3 e G5. Para Clzo € Clyg, 0s isolados G1, G2 e
G4, tiveram comportamento equivalente ou ao isolado G3 ou ao isolado G5. O Metalaxil-M foi
0 agrotdxico que apresentou os menores valores de Cls entre os trés testados. O isolado G1
apresentou os maiores valores de Cl e diferiu estatisticamente dos isolados G2 e G3 que
apresentaram os menores valores de CI entre os isolados testados. lIsolados G4 e G5
apresentaram valores de Cls intermediarios que, estatisticamente se equivaleram ao isolado G1

ou aos isolados G2 e G3. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os valores das trés
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classes de CI determinadas para acido borico. Todos os valores de valores de Cl determinados
para as geracOes de G. albida, seus intervalos de confianca e modelo estatistico empregado séo
apresentados na Tabela 4, no APENDICE B.

Figura 14 - Percentual de germinacdo dos esporos para os diferentes isolados de Gigaspora

albida, em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Metalaxil-M.
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Gl, G2, G3, G4 e G5 — indicam isolados diferentes da espécie Gigaspora albida. Os dados (mostrados néo
transformados) sdo médias de 6 repetices. Asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas em

relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). - desvio padréo.

Fonte: Producéo da autora, 2020.

Figura 15 - Percentual de germinacdo dos esporos para os diferentes isolados de Gigaspora

albida, em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Acido borico.
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Gl, G2, G3, G4 e G5 — indicam isolados diferentes da espécie Gigaspora albida. Os dados (mostrados néo
transformados) sdo médias de 6 repeticdes. Asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em
relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). 1 — desvio padrdo.

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Figura 16 - Valores de concentragdo de inibi¢cdo de 50 % da germinacgéo (Clso) e intervalo de
confianca superior (#) ¢ inferior (®) para os diferentes isolados de Gigaspora albida testados
em SAT contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e acido borico.
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Isolados de Gigaspora albida

Gl1, G2, G3, G4 e G5 — indicam isolados diferentes da espécie Gigaspora albida. Para a mesma cor de barras,
letras diferentes acima dos valores de Cl, indicam que esses diferem estatisticamente entre si, através de Teste
Tukey (p < 0,05); ns — valores de CI nao diferem estatisticamente entre si.

Fonte: Producéo da autora, 2020.

Figura 17 - Valores de concentracdo de inibicdo de 20 % da germinacdo (Cl2o) e intervalo de
confianga superior (#) e inferior (®) para os diferentes isolados de Gigaspora albida testados
em SAT contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e acido borico.
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Isolados de Gigaspora albida

G1, G2, G3, G4 e G5 — indicam isolados diferentes da espécie Gigaspora albida. Para a mesma cor de barras,
letras diferentes acima dos valores de Cl, indicam que esses diferem estatisticamente entre si, através de Teste
Tukey (p < 0,05); ns — valores de CI ndo diferem estatisticamente entre si.

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Figura 18 - Valores de concentragdo de inibi¢cdo de 10 % da germinacgédo (Clyo) e intervalo de
confianca superior (#) ¢ inferior (@) para os diferentes isolados de Gigaspora albida testados
em SAT contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e acido borico.
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G1, G2, G3, G4 e G5 — indicam isolados diferentes da espécie Gigaspora albida. Para a mesma cor de barras,
letras diferentes acima dos valores de Cl, indicam que esses diferem estatisticamente entre si, através de Teste
Tukey (p < 0,05); ns — valores de CI nao diferem estatisticamente entre si.

Fonte: Producéo da autora, 2020.

3.3.1.2 Rhizophagus clarus

Todos os ensaios realizados com isolados de R. clarus apresentaram germinacao maior
que 75 % nos tratamentos controle, tornando os resultados validos.

Os resultados indicaram que o Clorotalonil (Figura 19Figura 12), o0 Mancozebe (Figura
20) e o Metalaxil-M (Figura 21) causaram efeito de inibi¢do da germinag&o em concentragdes
menores do que 10 mg kg™, através do Teste de Dunnett (p <0,05). Em funcéo disso, a CENO
foi determinada como < 10 mg kg para todos os fungicidas. O &cido bdrico apresentou
concentragbes CENO < 100 mg kg* para todos os isolados demais isolados testados (Figura
22).

Quando comparadas por Tukey (p <0,05), os isolados R1, R3 e R4 apresentaram valores
de Clsp estatisticamente equivalentes entre si e diferentes de R2 para Clorotalonil (Figura 23)
Os isolados R3 e R4 apresentaram comportamentos de resposta estatisticamente iguais entre si
para Clx e diferiram do isolado R5. Ainda para Clx 0s isolados R3 e R4 equivaleram

estatisticamente ao isolado R1 e este, equivalente ao R2 (Figura 24). Para o valor de Clio
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determinado, o isolado R3 apresentou comportamento intermediario entre os isolados R1, R2 e
R5 que se equivaleram e diferiram estatisticamente do isolado R4 (Figura 25).

Para Mancozebe em todas as Cls determinadas, os isolados R3 e R4 tiveram valores
que se equivaleram, mas que diferiram estatisticamente de R2. Os isolados R1 e R5
apresentaram comportamento de resultados equivalentes ou aos isolados R3 e R4 ou ao isolado
R2. Nos resultados para Metalaxil-M, o isolados RS apresentou o maior valor de Clso diferindo
estatisticamente do isolado R3, enquanto os isolados R1, R2 e R4, apresentaram valores de Clso
intermediarios a R5 e R3 (Figura 23). Para os valores de Clx e Clip ndo houve diferencas
estatisticas significativas entre os isolados (Figura 24 e Figura 25).

O écido borico foi a Unica entre as substancias testadas que ndo apresentou diferenca
estatistica significativa entre os valores das trés classes de Cl determinadas, assim como
aconteceu para a substancia em G. albida.

Todos os valores de valores de CI determinados para as geracdes de G. albida, seus

intervalos de confianca e modelo estatistico empregado sdo apresentados na Tabela 5, no
APENDICE B.

Figura 19 - Percentual de germinacéo dos esporos para os diferentes isolados de Rhizophagus
clarus, em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Clorotalonil.
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R1, R2, R3, R4 e R5 — indicam isolados diferentes da espécie Rhizophagus clarus. Os dados (mostrados néo
transformados) sdo médias de 6 repeticOes. Asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas em
relacéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). 1 — desvio padrdo.

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Figura 20 - Percentual de germinacdo dos esporos para os diferentes isolados de Rhizophagus
clarus, em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Mancozebe.
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R1, R2, R3, R4 e R5 — indicam isolados diferentes da espécie Rhizophagus clarus. Os dados (mostrados nédo
transformados) sdo médias de 6 repeticBes. Asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas em
relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). - desvio padréo.

Fonte: Producéo da autora, 2020.

Figura 21 - Percentual de germinacao dos esporos para os diferentes isolados de Rhizophagus
clarus, em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Metalaxil-M.

100 - 100 - R2 100 4 R3
—~ 90 90 -
S 80 < 80 4
@ 70 £ 70 4
S 60 & 60 -
S 50 - g 50 -
£ 40 - E 40 4
€ 30 £ 30
o 20 - O 20 +
© 10 10 -
0 + 0 +
0 10 25 50 100 0 10 25 50 100 0 10 25 50 100
Metalaxil - M (mg kg*) Metalaxil - M (mg kg) Metalaxil - M (mg kg)
100 4 R5
90 4
< < 80 4
5 So
uT 2 T
g S 50 |
= c
€ E 40 +
3 5 30 1
U] O 20 4
10 4
0 -
0 10 25 50 100 0 10 25 50 100

Metalaxil - M (mg kg1) Metalaxil - M (mg kg1)
R1, R2, R3, R4 e R5 — indicam isolados diferentes da espécie Rhizophagus clarus. Os dados (mostrados ndo
transformados) s@o médias de 6 repeticdes. Asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em
relacéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padrdo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Figura 22 - Percentual de germinacdo dos esporos para os diferentes isolados de Rhizophagus
clarus, em solo artificial tropical (SAT) contaminado com Acido bdrico.
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R1, R2, R3, R4 e R5 — indicam isolados diferentes da espécie Rhizophagus clarus. Os dados (mostrados ndo
transformados) sdo médias de 6 repeti¢des. Asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em
relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). - desvio padréo.

Fonte: Producéo da autora, 2020.

Figura 23 - Valores de concentracdo de inibicdo de 50 % da germinacéo (Clso) e intervalo de
confianca superior (#) e inferior (®) para os diferentes isolados de Rhizophagus clarus testados
em SAT contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e acido borico.
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Isolados de Rhizophagus clarus

R1, R2, R3, R4 e R5 — indicam isolados diferentes da espécie Rhizophagus clarus. Para a mesma cor de barras,
letras diferentes acima dos valores de ClI, indicam que esses diferem estatisticamente entre si, através de Teste
Tukey (p < 0,05); ns — valores de CI ndo diferem estatisticamente entre si.

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Figura 24 - Valores de concentragdo de inibi¢cdo de 20 % da germinacgéo (Cl2o) e intervalo de
confianca superior (#) ¢ inferior (®) para os diferentes isolados de Rhizophagus clarus testados
em SAT contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e acido borico.

Clorotalonil Mancozebe Metalaxil-M Acido bdrico

50 - 500 4

45 . 450 A

40 A : 400 1

a

35 35,0 a 350 A
N ab 318
2 30 4 : 300 1
; 1 : NS 1o600
£ 254 tab: 250 { |27 254,6
‘; = 233:
S 201 | be e 4 * 200 1 1217’31204,0

17,7 : bc
15 A 5 14,9 150
10 1 ﬂc 1 100
74 78
! c
5 4 154 51
43 42 I ‘28 I
0 - - - - ' T T ! 0 T T T T !
Rl R2 R3 R4 R5 Rl R2 R3 R4 R5 Rl R3 R4 R5 Rl R2 R3 R4 R5

Isolados de Rhlzophagus clarus

R1, R2, R3, R4 e R5 — indicam isolados diferentes da espécie Rhizophagus clarus. Para a mesma cor de barras,
letras diferentes acima dos valores de Cl, indicam que esses diferem estatisticamente entre si, através de Teste
Tukey (p < 0,05); ns — valores de CI nao diferem estatisticamente entre si.

Fonte: Producéo da autora, 2020.

Figura 25 - Valores de concentragdo de inibi¢cdo de 10 % da germinacgéo (Clyo) e intervalo de
confianca superior (#) e inferior (@) para os diferentes isolados de Rhizophagus clarus testados
em SAT contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e acido bérico.
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Isolados de Rhizophagus clarus

R1, R2, R3, R4 e R5 — indicam isolados diferentes da espécie Rhizophagus clarus. Para a mesma cor de barras,
letras diferentes acima dos valores de Cl, indicam que esses diferem estatisticamente entre si, através de Teste
Tukey (p < 0,05); ns — valores de CI ndo diferem estatisticamente entre si.

Fonte: Producéo da autora, 2020
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3.3.2 Espécie de referéncia do protocolo 1SO 10832:2009

Os ensaios para F. mosseae, apresentaram mais do que 75 % de germinacdo nos
tratamentos controle, validando os ensaios e mostraram que tanto o Clorotalonil, quanto o acido
bérico causaram efeito ja na menor concentragéo testada (10 mg kg™ para Clorotalonil e 100
mg kg para acido borico) e em fungdo disso a CENO para esses ensaios é < 10 mg kg™ para
Clorotalonil e < 100 mg kg™ para acido borico. A Figura 26 apresenta os resultados para esses
dois ensaios.

Para Clorotalonil a Clso foi determinada em 14,2 [9,8 - 18,5], aCloem 8,3 [5,6 - 11,12]
e aClioem 6,9 [4,4 - 9,4] mg kg™. O ensaio com acido bdrico gerou as seguintes Cls: Clso de
463,5 [327,7 - 599,3], Cl 20 de 282,7 [243,4 - 322,0] e Clio de 141,3 [121,7 - 161,0] mg kg™

Figura 26 - Percentual de germinacdo dos esporos de Funneliformis mosseae testados em
Clorotalonil e acido borico.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 6 repeticBes. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). 1+ — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Variabilidade intraespecifica da resposta da germinacéo a fungicidas

As analises estatisticas indicaram para 0s ensaios realizados com fungicidas que existe
variabilidade intraespecifica da resposta entre os isolados testados tanto de G. albida quanto de
R. clarus. As variagdes das respostas para os fungicidas também néo seguiram nenhum padrao.
Houve uma alternancia onde um isolado foi mais suscetivel aos efeitos de determinada
substancia e menos suscetivel que outro, para outra substancia. Para alguns isolados, como 0s

isolados G1, G4 e G5 de G. albida, levantou-se a possibilidade de haver maior proximidade da
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resposta de germinac&o, por estes compartilharem caracteristicas comuns de origem e tempo de
manutencdo em culturas (os trés foram isolados a partir de dunas maritimas do mesmo
municipio: Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil, coletados e mantidos em culturas desde 2005)
(Quadro 2). Compartilhar essas caracteristicas comuns pode ter influenciado nas respostas de
G1 e G4, mas néo influenciou na resposta desses dois em relagédo ao isolado G5, pois diferengas
estatisticas significativas foram encontradas entre esses isolados.

E interessante observar que, embora exista para os fungicidas, a germinac&o dos esporos
ndo apresenta variabilidade intraespecifica nos testes com acido borico. Esse ponto pode ter
como possivel explicagdo o modo de acao distintos das substancias, que ja foi comentado no
Capitulo 1. O &cido borico manteve uma variacdo menor da resposta, possivelmente porque age
em um sitio metabolico especifico, diferentemente dos fungicidas testados que tem como
caracteristicas poder atuar em sitios metaboélicos distintos (Clorotalonil e Mancozebe tem modo
de acdo multi-sitio; Metalaxil age na sintese de acidos nucléicos, provocando desbalango na
producdo de proteinas) (BRASIL, 2017; EPA, 2020). O &cido bdrico que se acumula nas células
fangicas, associados a carboidratos e pode provocar alteracbes em funcGes metabolicas
relacionadas a utilizacdo dessas substancias pelo esporo (LEHTO et al., 2004; NEHLS et al,
2010; LAVOLA; APHALO; LEHTO, 2011). Como o processo de germinagéo utiliza como
fonte de energia as reservas do proprio esporo, é provavel entdo, que o B absorvido na forma
de &cido borico utilizado na contaminacao do substrato-teste, tenha se acumulado nas células
fangicas e provocado alteracbes metabdlicas inibindo a utilizacdo dos carboidratos fungicos
como energia para germinacdo. De todo modo, esses resultados reforcam o uso do acido borico
como substancia de referéncia para os ensaios ecotoxicolédgicos envolvendo FMAs.

A existéncia de variacdo genética entre isolados de uma mesma espécie pode ser a
responsavel pelas diferencas da sensibilidade da resposta as substancias testadas. Essa variacdo
(ou diversidade) genética dentro das espécies ou entre isolados é resultado da estrutura genética
dos FMAs, que possui fortes evidéncias de ser "multi-gendmica”. A evidéncia sustenta que as
centenas e/ou milhares de nicleos dentro de um unico esporo e os dispersos pelo miceélio
cenocitico dos FMAs ndo sdo geneticamente idénticos (KUHN; HIJRI; SANDERS, 2001;
EHINGER et al, 2012) e que a existéncia de isolados FMA geneticamente diferentes podem
influenciar em sua capacidade de sobrevivéncia no ambiente (COLARD; ANGELARD;
SANDERS, 2011; LENOIR; FONTAINE; SAHRAQUI, 2016).

Mas como a variabilidade da resposta intraespecifica dos FMAs pode implicar no seu
uso como indicador do efeito de agrotdxicos no solo, dentro do contexto de analise de risco?

Ao considerar-se apenas a resposta direta da germinacédo para identificar o potencial risco de
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um agrotoxico para os FMAs, a variacao de resultados ira implicar na decisdo haver ou ndo
risco de exposicao a formulacéo para esse grupo de organismos ndo-alvo.

Tem-se por exemplo, o conjunto das Clio geradas para os isolados de G. albida testados
com Clorotalonil. Apenas o isolado G3 teve Clio (magnitude de efeito utilizada pela EFSA)
calculada abaixo do valor de PEC para o Clorotalonil (PECiniciai = 1,98 mg kg?). Nessas
condigdes, para esse Unico isolado a Clio (que foi de 1,5 mg kg?) indica o potencial do risco
desse fungicida engquanto para os outros quatro isolados testados, o Clorotalonil ndo oferece
risco.

Para Mancozebe (PECiniciai = 3 mg kg?), nenhum isolado teve valor de Clio menor do
que a PEC, mas, o isolado R3 apresentou Clio de 3,2 mg kg, valor bem proximo a PEC e
poderia ser potencialmente afetado pela presenca desse produto no ambiente; os outros quatro
isolados, ndo indicaram esse potencial efeito. O mesmo ocorreu para Metalaxil-M, que teve a
PEC calculada em 0,16 mg kg™ e os isolados G2 e G3 tiveram valores de Clio de 0,3 mg kg™.
A proximidade dos valores, podendo gerar dividas a respeito de condi¢bes seguras de
exposicdo a substancia, enquanto os demais isolados ndo gerariam essa divida.

Se a existéncia de variabilidade genética e consequente variacdo nas respostas
fenotipicas é uma realidade para os FMAs, como contornar a necessidade de padronizagdo na
obtencdo dos resultados, fortemente defendida para baterias de ensaios ecotoxicol6gicos em
uma analise de risco? E preciso ndo interpretar a resposta da germinagio como uma resposta
definitiva do risco das substancias sobre todo o grupo-chave. A fase pré-simbioética, representa
uma etapa do ciclo de vida desses organismos obrigatoriamente simbiontes e como tal, é
possivel considerar a utilizacdo das respostas obtidas nesses ensaios de laboratério como base
para ensaios mais elaborados e que englobem também a fase simbiédtica dos FMAs.

3.4.2 Espécie de referéncia do protocolo 1SO 10832:2009

No que diz respeito a magnitude dos efeitos para F. mosseae , para Clorotalonil as respostas
foram bastante proximas aquelas obtidas para o isolado R3 e para o acido borico, se
assemelharam mais aos valores obtidos pelos isolados de G. albida embora, taxonomicamente
F. mosseae se aproxime mais de R. clarus (ambas pertencem a familia Glomeraceae).
Relacionando o valor de Clio (6,7 mg kg™) com o valor de PECinicia do Clorotalonil (1,98 mg
kg™) concentragéo de efeito no isolado é pelo menos 3 vezes maior do que a de exposi¢do no

ambiente, indicando, possivelmente, auséncia de risco dessa substancia para F. mosseae.
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3.5 CONCLUSAO

As respostas dos diferentes isolados testados de G. albida e de R. clarus, mantidas as
condi¢des padrao de condugdo dos ensaios indicam que a variabilidade intraespecifica
influencia na resposta de germinacao dessas espécies/isolados para os agrotoxicos testados, mas
ndo influencia na sua resposta a substancia de referéncia

Embora ndo tenha sido testada para avaliaces com agrotoxicos no protocolo ISO
10832:2009, F. mosseae respondeu ao agrotdxico testado e a substancia de referéncia,
permitindo que se determinassem todas as concentracdes de efeito assim como G. albida e R.

clarus.
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APENDICE B

Tabela 4 - Valores de concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e de concentracdo de
inibicdo (Clso, Cl2o e Clio) para os diferentes isolados de Gigaspora albida, em solo artificial

tropical (SAT) contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e &cido borico.

Substéancia /

Clso [1Ce5%]

Cl2o [1Co5%]

Clio [1Co5%]

Isolado CENO Modelo estatistico Modelo estatistico Modelo estatistico
Clorotalonil
30,1 [20,7 - 39,6] 7,6°[3,0 - 12,2] 3,4°10,6 - 6,2]
1 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Gl <10 mg kg Exponencial Logistico Logistico
) 20,60 [17,3 — 24,0] 9,9°[7,2-12,6] 6,2°[4,0 - 8,4]
1 y ’ ’ y y ’ ’ ’ ’
G2 <10 mg kg Logistico Logistico Logistico
) 6,5° [5,54 - 7,6] 2,5°[2,1-2,9] 1,5°[1,2 - 1,8]
1 y y ’ ’ ’ , ’ , ,
G3 <10 mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
; 18,10 [7,8 - 28,4] 10,3°[4,1 - 16,4] 8,3°[2,9 - 13,8]
1 I} ’ ’ I} s s ] ’ Il
G4 <10 mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
G5 <10 ma ka-t 90,92 [73,2 - 108,5] 36,42 29,3 - 43,4] 18,22 [14,7 - 21,7]
gxg Linear Linear Linear
Mancozebe
) 45,7°[30,6 - 62,9] 14,0° [4,5 - 23,4] 6,9°[0,4 - 13,4]
1 ’ y ’ ’ y y y y ,
Gl <10 mg kg Logistico Logistico Logistico
53,00 [47,5 - 58,6] 21,3%[19,1 - 23,4] 10,620 [9,6 — 11,7]
-1 y 3 [l ’ ’ ’ ’ ’ ’
G2 <10 mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
) 18,0°[14,89 - 21,1] 8,5 [6,1 - 11,0] 5,5 [3,41 - 7,6]
1
G3 <10mgkg Logistico Logistico Logistico
G4 <10 ma ka-t 49,8 [47,0 - 52,5] 19,9 [18,8 - 21,0] 10,02° [9,4 - 10,5]
gkg Linear Linear Linear
. 90,72 [71,6 - 109,9] 36,32 [28,6 — 44,0] 18,12 [14,3 - 22,0]
1
G5 10 mg kg Linear Linear Linear
Metalaxil-M
) 13,62 19,8 - 17,3] 4,6[2,2-71] 2,5210,7 - 4,2]
1
Gl <10 mg kg Logistico Logistico Logistico
G2 <10 ma ka-X 1,8°[1,4-2,3] 0,6°[0,5-0,8] 0,3°[0,2-0,4]
9kg Linear Linear Linear
. 1,9¢[1,4-2,4] 0,6°[0,5-0,8] 0,3°[0,2-0,4]
1
G3 <10mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
) 4,2°°[3,4 - 4,9] 1,5°[1,3-1,8] 0,8%[0,7 - 1,0]
1 [l 3 [l ’ ’ ’ 3 ’ ’
G4 <10mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
) 7,4°[6,4 - 8,3] 2,5%[2,2-29] 1,320 [1,0 - 1,6]
1 ’ ’ ’ [l ’ ’ 3 ’ ’
G5 <10 mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
Acido Bérico
Gl 250 ma ko't 432,2" [384, 2 - 480,3] 172,9™ [153,7 - 192,1] 86,4™ [76,4 - 96,1]
9Ky Linear Linear Linear
i 475,4 [439,3 - 511,6] 190,2 [175,1 - 204,6] 95,1 [87,9 -102,3]
1
G2 <100mg kg Linear Linear Linear
. 487,5 [450,7 - 524,3] 195,0 [180,3 - 209,7] 97,5[90,1 - 104,9]
1
G3 <100mg kg Linear Linear Linear
. 487,3 [459,5 — 515,0] 194,9 [183,8 - 206,0] 97,5[91,9 - 103,0]
1
G4 <100mg kg Linear Linear Linear
G5 <100 ma ka: 502,7 [461,3 - 544,0] 201,1[184,5 - 217,6] 100,5 [92,3 - 108,8]
9 K9 Linear Linear Linear

G1, G2, G3, G4 e G5 — indicam isolados diferentes da espécie Gigaspora albida. Para a mesma substancia, médias
seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, através de Teste Tukey (p < 0,05); ns -
médias ndo diferem estatisticamente entre si. Dados relativos ao campo G1, sdo os mesmos descritos no Cap. 1
para geragdo F3; IC - intervalos de confianga.

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Tabela 5 - Valores de concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e de concentracdo de
inibicdo (Clso, Clao € Clio) para os diferentes isolados de Rhizophagus clarus, em solo artificial
tropical (SAT) contaminado com Clorotalonil, Mancozebe, Metalaxil-M e &cido bérico.

Substancia /

Clso [1Co59%]

Clo [1Ce5%]

Clio [1Ce5%]

Isolado CENO Modelo estatistico Modelo estatistico Modelo estatistico
Clorotalonil
R1 <10 ma ka-t 25,8 [ 15,9 - 35,8] 17,7°¢[10,1 - 25,3] 15,72 [8,5 - 22,9]
gkg Exponencial Exponencial Exponencial
R2 < 10 mg kg 71,8%[58,0 - 85,5] 28,72 [23,2 - 34,2] 14,42 [11,6 - 17,1]
gkg Exponencial Exponencial Exponencial
) 11,9°[6,6 - 17,2] 7,4°[3,9 - 10,9] 6,3%°[3,2 - 9,4]
1 [} s ] l} I} I} 3 s s
R3 <10mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
) 10,1° [9,5-12,5] 4,3°[3,7-4,9] 2,7°[2,1-3,2]
1 ] I} [} I} I} I} s s 3
R4 <10 mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
) 40,52 [ 14,9 - 66,0] 35,02 [25,7 - 44,2] 17,52[12,9 - 22,1]
1 y y , y y ] , , ,
RS <10 mg kg Exponencial Linear Linear
Mancozebe
R1 <10 ma ka-t 58,3% [ 51,0 - 65,5] 23,33 [20,4 - 26,2] 11,72 [10,2 - 13,1]
9kg Linear Linear Linear
R2 <10 mg kgt 77,47 [46,2 - 108,6] 31,82 [19,8 - 43,7] 15,92 [9,9 - 21,9]
gxg Linear Linear Linear
) 8,5°[6,6 - 10,4] 4,2°[3,2-5,2] 3,2°[2,30- 4,0]
1
R3 <10 mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
) 10,9¢ [5,9-15,9] 6,1°[3,2-9,0] 4,9°[2,4-74]
1
R4 <10 mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
R5 <10 mg kgt 27,0°[18,5 - 35,5] 14,9"[9,8 - 20,0] 11,9%[7,0-16,7]
gxg Exponencial Exponencial Exponencial
Metalaxil-M
R1 <10 ma ka-X 16,40 [11,8 - 21,1] 5,7[2,6 -8,8] 3,010,2-7,3]
9kg Exponencial Exponencial Exponencial
) 14,2%[9,6 - 18,9] 5,4[3,5-74] 3,2[1,2-52]
1 ’ ’ ’ ’ ’ ’ 3 ll 3
R2 <10mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
) 7,4°[6,0 - 8,9] 2,8[2,3-34] 1,7[1,2-2,2]
1 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ 3
R3 <10mg kg Exponencial Exponencial Exponencial
} 14,620 [10,9- 18,4] 5,1[3,6 - 6,5] 2,7[1,2-4,2]
1 ’ ’ ) ’ ’ ’ ] ’ ]
R4 <10mgkg Exponencial Exponencial Exponencial
RS <10 ma kat 20,2*[16,9 - 23,9] 7,8[6,4-9,3] 4,8[3,2-6,3]
gxg Exponencial Exponencial Exponencial
Acido Bérico
R1 <100 ma kot 643,0™ [579,2 - 706,2] 257,2" [231,7 - 282,7] 128,6M [115,8 - 141,3]
gkg Linear Linear Linear
R2 <100 ma kgt 0724 [602,4-7425] 269,0 [240,9 - 297,0] 134,5 [120,5 - 148 5]
gkg Linear Linear Linear
R3 <100 mgkgt ~ O431[4621-6240] 217,2[184,8 - 249,7] 108,6 [92,4 - 124,8]
9kg Linear Linear Linear
R4 < 100 ma kgt 510,0 [450,9 - 569,1] 204,0 [180,4 - 227,7] 102,0[90,2 - 113,8]
gkg Linear Linear Linear
. 636,6 [ 575,0 - 698,2] 254,6 [ 230,0 - 279,3] 127,3[ 115,0 - 139,6]
1
RS <100 mg kg Linear Linear Linear

R1, R2, R3, R4 e R5 — indicam isolados diferentes da espécie Rhizophagus clarus. Para a mesma substancia,
médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, através de Teste Tukey (p < 0,05);
ns - médias ndo diferem estatisticamente entre si. Dados relativos ao campo R1, sdo 0os mesmos descritos no Cap.
1 para geragdo F3; IC - intervalos de confianca.

Fonte: Producéo da autora, 2020.
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4 CAPITULO 3: SISTEMA IN VITRO PLANTA-FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES PARA AVALIACAO DO RISCO DE FUNGICIDAS NA
SIMBIOSE

RESUMO

O caréter de biotrofismo obrigatério impede que os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
completem seu ciclo de vida sem a presenca de uma planta hospedeira. O desenvolvimento de
técnicas de cultivo vegetal in vitro permitiram também o estabelecimento e avalia¢fes da
simbiose micorrizica in vitro. Neste estudo, o objetivo foi verificar o uso do sistema de cultivo
in vitro de FMA e raizes transformadas de chicdria (Cichorium intybus L.) sob aplicacdo de
concentragdes crescentes de Clorotalonil (0; 0,5; 1; 1,5; 3; 6; 12 e 24 mg kg*) na avaliacio dos
efeitos desse fungicida sobre a fase simbidtica desses organismos e a possibilidade desse
método ser empregado em um protocolo ecotoxicologico. Utilizou-se o isolado de R. clarus
NB112A em meio de cultura contaminado. O experimento teve a duracdo de 10 semanas e as
avaliacdes envolveram varidveis ligadas a colonizacdo das raizes, producdo de esporos e
comprimento do micélio extrarradicular. Os resultados indicaram efeito do fungicida sobre o
percentual de colonizacéo total, permitindo a determinacdo de concentracdes de inibicdo (CI)
Clzo (4,6 mg kgl) e Clio (2,4 mg kg?) e auséncia de efeitos para as variaveis percentual de
colonizacdo por arbusculos e vesiculas, producdo de esporos e comprimento micelial
extrarradicular. O uso do método in vitro nas condi¢cBes adotadas nesse estudo, ndo sdo
suficientemente eficientes para compor um protocolo de nivel lower tier, demanda necessidade
de aprimoramento e de se realizar novos experimentos antes da sua utilizacdo como ferramenta
padréo.

Palavras-chave: Biotrofismo obrigatorio. Cultivo in vitro. Raizes transformadas. Ri T-DNA.
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4 CHAPTER 3: PLANT-ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN IN VITRO
SYSTEM FOR ASSESSMENT THE RISK OF FUNGICIDES ON SYMBIOSIS

ABSTRACT

The obligatory biotrophism character prevents arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) from
completing their life cycle without the presence of a host plant. The development of in vitro
plant cultivation techniques also allowed the establishment and evaluation of mycorrhizal
symbiosis in vitro. In this study, the objective was to verify the use of the in vitro culture system
of AMF and transformed chicory roots (Cichorium intybus L.) under increasing concentrations
of Chlorothalonil (0, 0.5, 1, 1.5, 3, 6, 12 and 24 mg kg™) and to evaluate the effects of this
fungicide on the symbiotic phase of AMF and the possibility of this method being used in an
ecotoxicological protocol. Rhizophagus clarus NB112A isolate was used in contaminated
culture medium for the experiment. The experiment lasted 10 weeks and the evaluations
involved variables related to root colonization, spore production and extraradical hyphal length.
The results indicated the effect of the fungicide on the percentage of total colonization, allowing
the determination of inhibition concentrations 1C2o (4.6 mg kg™) e 1C10 (2.4 mg kg™*) and non-
significant effects for the percentage of colonization by arbuscules and vesicles, spore
production and extraradical hyphal length. The use of the method under the conditions
employed in this study, are not sufficiently efficient to compose a lower-tier protocol, requiring
the need for improvement and to carry out new experiments before being used as a standard
tool.

Key words: Obligatory biotrophism. In vitro cultivation. Transformed roots. Ri T-DNA.
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4.1 INTRODUCAO

Os esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) podem germinar e desenvolver
um micélio pré-simbidtico a partir da sua reserva energética, mas, como organismo
simbiotréfico obrigatdrio, ndo conseguem continuar seu desenvolvimento sem a presenca de
uma planta hospedeira e essa caracteristica dificulta o estudo desses organismos (STRULLU;
ROMAND; PLENCHETTE, 1991; DECLERK; STRULLU; FORTIN, 2005; HAGE-AHMED:;
ROSNER; STEINKELLN, 2019). Esse entrave foi parcialmente contornado a partir do
desenvolvimento de técnicas que permitem crescimento e manutencdo de tecidos vegetais em
solucBes nutritivas combinadas ao desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante.

Bactérias pertencentes ao género Agrobacterium, (especialmente Agrobacterium
rhizogenes sdo agentes patogénicos presentes naturalmente no solo), responsaveis pela
proliferacdo excessiva de raizes em cabeleira tiveram parte do seu DNA associado ao DNA dos
tecidos vegetais mantidos in vitro (MUGNIER; MOSSE, 1987; AZCON-AGUILAR; BAGO;
BAREA, 1999). Na técnica de raizes transformadas por Ri T-DNA al, as células vegetais
cultivadas in vitro sdo infectadas por A. rhizogenes e 0 DNA de transferéncia (T-DNA) oriundo
do plasmideo bacteriano (indutor de raizes - Ri) é transferido, integrado e passa a se expressar
na célula vegetal do hospedeiro (ZAMBRYSKI; TEMPE; SCHELL, 1989). O vegetal infectado
sofre sucessivas modificacdes metabolicas, passa a produzir enzimas e sintetizar substancias
usadas como fonte de energia pela bactéria, sofrem desbalan¢o da producédo hormonal alterando
a producdo e sensibilidade das auxinas (e citocininas) e passa a proliferar raizes adventicias de
rapido crescimento na regido de infeccdo: as hairy roots (SAITO; YAMAZAKI;
MURAKOSHI, 1992).

Para a avaliacdo da simbiose micorrizica, a utilizacdo de raizes modificadas permitiu o
cultivo in vitro de FMAs e a producdo de material fangico aplicavel em investigacbes acerca
da genética, biologia celular, biodiversidade e fisiologia de FMAs, bem como para o
entendimento de eventos relacionadas a troca de sinais entre simbionte e raiz hospedeira,
estabelecimento e desenvolvimento da simbiose até a formacdo completa de novos
glomerosporos (AZCON-AGUILAR; BAGO; BAREA, 1999; DECLERCK; SEGUIN;
DALPE, 2005). Além disso, a utilizacdo de raizes modificadas permite observacdes
microscopicas ndo destrutivas, analises bioquimicas, estudos de interagdo com outros
microrganismos, o isolamento de variaveis ambientais envolvidas na simbiose e a producédo
massiva, em escala industrial de FMAs (DECLERK; STRULLU; FORTIN, 2005).
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No ambito dos estudos com agrotdxicos, técnicas de cultivo in vitro de FMAs em raizes
transformadas por Ri T-DNA, tem sido empregas na avaliagdo da toxicidade agrotoxicos sobre
0os FMA e os resultados indicam, geralmente, efeitos negativos dessas substancias sobre a
germinacdo de esporos (ZOCCO et al, 2008; BUYSENS; DUPRE DE BOULOIS;
DECLERCK, 2015), colonizagao radicular (WAN; RAHE; WATTS, 1998; ZOCCO et al.,
2008, Ll et al., 2013; BUYSENS; DUPRE DE BOULOIS; DECLERCK, 2015), comprimento
micelial (WAN; RAHE; WATTS, 1998; CALONNE et al., 2012), esporulacdo (WAN; RAHE;
WATTS, 1998; ZOCCO et al.,, 2008, CALONNE et al., 2012) e também sobre outras
caracteristicas da simbiose, como a formag&o de anastomose (CARDENAS-FLORES et al.,
2011; NOVAIS et al., 2019) e atividades enzimaticas; (LI et al., 2013).

Por outro lado, as raizes transformadas em Ri T-DNA carecem de tecido fotossintético,
e balanco hormonal, em comparacdo com uma planta autotrofica podendo alterar também o
metabolismo envolvido no estabelecimento e manutengdo da relagdo simbidtica (HAGE-
AHMED; ROSNER; STEINKELLN, 2019), podendo ndo fornecer informages téo realistas
sobre os efeitos de substancias ativas na colonizacdo e na simbiose micorrizica.

Desse modo, pretendeu-se verificar a possibilidade de uso do sistema cultivo in vitro de
FMAs com raizes modificadas (BECARD; FORTIN, 1988) de chicoria (Cichorium intybus L.)
no estabelecimento de protocolo lower tier de avaliacdo dos efeitos do fungicidas na fase

simbidtica desses organismos.

4.2 MATERIAL E METODOS

Inicialmente, propés-se utilizar para o experimento in vitro, os mesmos isolados
propostos por Mallmann et al. (2018) para testes ecotoxicologicos da fase pré-simbidtica de
FMAs. Nao houve sucesso na tentativa de estabelecer cultivos in vitro das espécies/isolados
Gigaspora albida SCT200A e Rhizophagus clarus RIN102A e por isso optou-se pela utilizagdo
de um isolado ja estabelecido nesse tipo de sistema. Essa decisdo foi tomada a partir de dois
experimentos prévios, conduzidos também in vitro, cujos resultados foram passiveis apenas de
avaliacdo visual e que estdo suscintamente descritos no Apéndice C

Neste topico, serdo descritos os procedimentos para a condugdo de um experimento
envolvendo isolado de FMA mantido em cultura in vitro e raizes modificadas de chicdria. Os
procedimentos para 0 manuseio dos materiais bioldgicos e posterior montagem dos ensaios in
vitro seguiram conforme orientacéo e descricao do "Protocolo de Procedimentos do Laboratério

de Microbiologia - UFSC Campus Curitibanos". A preparacdo do meio de cultivo e montagem
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das unidades experimentais foi realizada nesse laboratério e posteriormente transportadas até o
Laboratdrio de Ecologia do Solo (UDESC Lages), onde as avaliagdes foram realizadas.

4.2.1 Material biolégico

Utilizou-se o isolado Rhizophagus clarus NB112A, proveniente da Internacional
Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi — INVAM, encaminhado ao
Laboratorio de Microbiologia/UFSC Curitibanos via remessa internacional e cedidos para esse
estudo pela Professora Sonia Purin da Cruz (Laboratério de Microbiologia — UFSC
Curitibanos). As placas contendo o isolado de interesse (e que seriam as placas "matriz" para o
experimento) foram estabelecidas com trés meses de antecedéncia para garantir a quantidade
de material necessaria para a montagem do experimento.

As raizes modificadas de chicéria (Cichorium intybus L.) foram obtidas no BCCM
(2017), mantidas in vitro e repicadas para crescimento em novas placas 15 dias antes da sua

utilizacdo no experimento.

4.2.2 Meio de cultivo e substancia testada

Utilizou-se como meio de cultura o meio modificado Strullu-Romand (MSR)
(STRULLU; ROMAND, 1986). Ao meio de cultura, adicionou-se o fungicida Clorotalonil
(Bravonil 500®, comercializado pela Syngenta com 500 g de ingrediente ativo L™). O fungicida
foi diluido ao meio de cultura de forma a compor sete tratamentos e mais um controle sem
aplicacdo (0; 0,5; 1; 1,5; 3; 6; 12 e 24 mg kg™b);

A adicdo do fungicida ocorreu depois do processo de autoclavagem do meio de cultivo
e desse ser vertido nas placas de Petri. A solucdo estoque contendo o fungicida a ser adicionado
em cada um dos tratamentos passou por filtragdao (0,22 pum de poro; didmetro externo de 30

mm), visando eliminar possiveis contaminagoes.

4.2.3 Montagem e desmontagem das unidades experimentais

Foram selecionadas como fonte de esporos placas com colonizacéao ja bem estabelecida,
raizes quase em estagnacgdo de crescimento e contendo significativo nimero de esporos. Sobre
essas placas foi delimitado um grid de 1 cm x 1 cm. Cada cm?2 contendo esporos, mas também

hifas e fragmentos de raiz, serviu como fonte de propagulo para o estabelecimento de nova
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colonizagdo, dentro de uma unidade experimental. As regides da placa matriz identificadas com
menor densidade de esporos foram marcadas e ndo utilizadas para o ensaio.

Dez desses cm? de fonte de propagulo foram avaliados previamente e contou-se, sob
microscopio estereoscopico, entre 45 e 68 esporos por cm2. Cada cm? foi retirado da placa
matriz, com auxilio de bisturi estéril e inserido no centro de uma nova Placa de Petri de plastico,
também estéril, ainda sem o meio de cultivo contaminado.

As placas contendo o cm? inicial de propéagulos, foram adicionados 30 mL do meio de
cultivo contaminado. Para cada concentracdo foram preparadas 12 placas. Depois que 0 meio
de cultivo, ja com os propagulos solidificou, inseriu-se em cada UE um fragmento de raiz de
chicéria com aproximadamente 5 cm, de coloracdo esbranquicada e apresentando ramificacdes.
As unidades experimentais foram vedadas com filme plastico de parafina, identificadas e
armazenadas em camara de germinacdo, a 25 °C, em delineamento completamente casualizado.

Ao longo do periodo de conducdo do experimento algumas repeticbes em cada
tratamento foram perdidas por contaminacdo de fungos e bactérias indesejados. Placas
contaminadas foram autoclavadas para descarte. O ensaio foi conduzido pelo periodo de 10
semanas e apos esse periodo as UEs foram desmontadas. Para cada UE foi demarcado onde
estava 0 cm? inicial de amostra inserida na montagem da mesma e esse material inicial foi
cuidadosamente removido com auxilio de bisturi. As raizes de chicoria foram removidas das
UEs, lavadas abundantemente em 4agua corrente sob peneira de 45 pum e alocadas em
recipientes, com agua destilada, para posterior manuseio e avaliaces.

O material retido na peneira de 45 pm, juntamente com 0 meio de cultivo das UEs,
(agora ja sem a amostra de 1 cm2 inicial e sem as raizes, mas, contendo esporos e hifas) foi
colocado em frasco do tipo Erlenmeyer e sobre esse meio, visando sua dissolucéao, adicionou-
se 20 mL de uma solucdo de citrato de sodio (10 Mm, com pH 6,0). Erlenmeyers contendo o
meio de cultura e a solucdo de citrato de sddio foram colocados em banho-maria a 55 °C, com
agitacdo manual dos frascos para acelerar o processo de dissolucdo. Temperaturas superiores a
adotada ndo s@o recomendadas sem testes prévios, pois 0 material contido no meio de cultivo
ainda precisaria ser avaliado e poderia se danificar.

Apos a dissolugdo completa do meio (para algumas amostras o periodo de banho maria
foi superior a 5 h), este foi vertido em peneira de 45 um e lavado abundantemente em agua
corrente, transferidos para recipientes devidamente identificados e armazenados com agua
destilada, em geladeira até sua avaliagdo. A Figura 27 apresenta um esquema que ilustra o

processo de montagem das UEs.
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Figura 27 - Esquema de montagem das unidades experimentais do ensaio in vitro, com meio de
cultura contaminado com Clorotalonil.

1 — Placa matriz marcada para retirada da fonte de propagulos e
insercdo de 1 cm? desse material na unidade experimental;

2 — Colocagéo de 30 mL de meio de cultura contaminado;

3 — Inser¢éo do fragmento de raiz;

4 — Unidade experimental completa.

5
s

Fonte: Producéo da autora, 2020.

4.2.4 Variaveis simbioticas avaliadas

Raizes e o material contido no meio de cultura (esporos e hifas) de cada tratamento e
repeticdo foram avaliados para as variaveis de colonizacdo radicular, nimero de esporos e

comprimento micelial extrarradicular total.

4.2.4.1 Percentual de colonizagéo radicular

As amostras foram mantidas em agua destilada (que era trocada a cada 7 dias ao longo
do periodo em que permaneceram armazenadas). O processo de coloragdo seguiu conforme
proposto por proposto por Koske & Gemma (1989) com ajuste de tempo para cada etapa. Testes
prévios foram realizados para definir as seguintes etapas:

e Dia 1: as raizes foram retiradas da &gua destilada e imersas em solugdo de KOH 10 % e

permaneceram nessa solucdo, a frio, por 24h;
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e Dia 2: substitui-se a solucéo adicionada no dia 1 por nova solu¢do de KOH 10 %. Levou-se
as amostras para banho-maria a 60 °C por 2,5 h, realizou-se mais uma troca da solucéo de
KOH 10 % e as amostras permaneceram por mais 2,5 h no banho-maria; ap6s retiradas do
banho-maria permaneceram overnight (durante a noite, de um dia para o outro) na mesma
solucéo;

¢ Dia 3: as amostras foram retiradas da solu¢cdo de KOH 10 %, lavadas em agua corrente para
completa remocéo de residuos dessa solucdo, imersas em solucdo de H20- alcalina (H202 +
NHsOH) por 1 h, lavadas novamente em agua corrente e imersas em solucdo de HCI 2 % e
mantidas overnight nessa solucéo;

¢ Dia 4: substituicdo da solucdo de HCI 2 % (raizes ndo lavadas para essa troca). Mantidas
nessa nova solucdo até o dia 5;

e Dia 5: as amostras foram retiradas da solucdo de HCL 2% e inseridas em solucéo de glicerol
acidificado (500 ml Glicerina, 450 ml agua destilada, 50 ml HCL 1%) contendo 0,2% de
azul de tripan (2 g em 1 L de solucdo). Uma vez no azul de tripan, as amostras foram levadas
ao banho-maria, na temperatura de 60 °C por 2 h. Apos retiradas do banho-maria as amostras
permaneceram na solucéo de azul de tripan por mais 48 h (dias 6 e 7);

e Dia 8: as amostras foram retiradas da solugdo de azul de tripan, armazenadas em agua
destilada e em geladeira até a montagem das laminas para avaliagdo em microscopio.

As raizes coloridas de cada amostra foram cortadas em segmentos de aproximadamente

1 cm e dispostas em laminas de microscopia. Como para cada tratamento contou de 6

repeticdes, apenas 1 lamina com 10 fragmentos foi montada por amostra. O percentual de

colonizacdo total seguiu o proposto por McGonile et al. (1990). As estruturas foram observadas
em microscopio com aumento de 400x, determinando sua presenca ou auséncia em 50 pontos

observados. Foi considerado como ponto colonizado do fragmento, aquele que apresentou a

presenca de pelo menos uma estrutura fangica (hifa, vesicula, arbdsculo ou esporo). O nimero

de pontos observados foi definido em funcdo no nimero de repeticdes por tratamentos em
comparacdo prévia com a avaliacdo em 100 e 200 pontos por lamina. O percentual de
colonizagdo total, colonizacéo por hifas, vesiculas e arbusculos, considerando os valores de

fragmentos colonizados em relagéo aos ndo colonizados, foi calculado.
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4.2.4.2 Numero de esporos por unidade experimental

Para cada tratamento e repeti¢cfes, toda a amostra oriunda do meio de cultura dissolvido
foi utilizada para a contagem do numero de esporos. A totalidade da amostra foi vertida em
uma placa de Petri quadriculada e os esporos contados sob microscopio estereoscopico em
aumento de 40x e os dados anotados. Depois da contagem, as amostras foram cuidadosamente

devolvidas para os frascos para avaliacdo posterior.

4.2.4.3 Comprimento micelial extrarradicular total

A quantificacdo do comprimento de micélio extrarradicular total das amostras do meio
de cultura (CMET) foi realizada conforme descrito por Melloni (1996) e Melloni & Cardoso
(1999), com adaptacdes. A metodologia original prevé a extracdo do micélio do solo, por se
tratar de meio de cultura, estas etapas foram suprimidas. Para cada amostra:

e A amostra em sua totalidade foi colocada na jarra de um liquidificador (objetivando separar
os grupamentos de hifas que tendem a se formar em meio liquido), seu volume foi ajustado
para 1500 mL e agitado durante 30 s na menor velocidade;

e Apos a agitacdo, todo o volume contido na jarra foi colocado em peneira de malha 45 um e
0 material retido nesta peneira foi armazenado em recipiente plastico, com tampa até a sua
filtracdo em bomba de vacuo;

o A filtracdo & vacuo foi realizada em membrana quadriculada de nitrato de celulose, com
diametro de 4,7 cm e porosidade de 0,47 um. Toda a amostra contida no recipiente foi
utilizada na filtragem. As membranas foram previamente identificadas e um campo contendo
64 campos (8 x 8 quadriculados) foi demarcada;

e ApOs a amostra filtrada estar completamente seca, a membrana foi colocada sob l1amina de
vidro de 5 x 5 cm, lubrificada com uma gota de 6leo de améndoas para facilitar a visualizacdo
no microscépio optico;

e Foram avaliados os 64 campos em cada membrana, a partir observacdo das hifas em um
dispositivo reticulado acoplado a umas das oculares do microscopio. O dispositivo
denominado na literatura estrangeira como ‘Eye piece Whiplle disc’, constitui-se de uma
grid de 10 x 10 quadriculos (cada quadriculo ou reticulo possui dimensdes de 1mm x 1mm).
O numero de interseccOes das hifas com as linhas horizontais desse grid foi contado sob

microscopio no aumento de 625 vezes (25x da ocular; 25x da objetiva);
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O comprimento do micélio extrarradicular total, € normalmente expresso em
centimetros de hifa por grama de solo seco, entretanto, aqui usaremos a medida de centimetros
de hifa por 30 mL de meio de cultura (pois toda a amostra foi utilizada). O namero de
interseccdes obtidas anteriormente foi transformado em comprimento de micélio através da
equacdo de Newman (1966). A determinacdo das incognitas dessa equagdo seguiu informacdes
contidas em Cardoso-Filho (1994), Melloni (1996) e Nogueira (1997). A equacdo de Newman
é dada pela formula:

R=(n*A*n)/2*H (Equacéo 1)
onde:
R = comprimento do micélio extrarradicular avaliado nos 64 campos da membrana (mm);
A = area interna avaliada de um reticulado do dispositivo, no aumento considerado (1 mm?2 x
625 x 64 campos na membrana = 40.000 mm?);
H = comprimento total das linhas horizontais do grid contido no dispositivo, no aumento
considerado (1 reticulo = 1mm; 1 linha contendo 10 reticulos = 10 mm) (10 mm x 10 linhas x
625 = 62500 mm);
n = nimero de intersec¢des das hifas nas linhas horizontais do grid contido no dispositivo.

Como as intersecgOes foram obtidas por amostragem em 64 campos da membrana,
utilizou-se um fator de correcdo para extrapolar o valor para a area Util da membrana.
Considerou-se como area Util aquela coberta pela amostra (0 equipamento de filtracdo utilizado
acoplado a bomba de vacuo possuia diametro de 4 cm; logo 1256,64 mm?2 x 625 = 785.400
mm?2). Temos entao:

R*(785.400 / 40.000) = 19,635* R (Equacéo 2)

Substituindo a Equacéo 1 na Equacéo 2, teremos:

RT = {19,635* [(n*A*n) / (2*H)]}

RT = {19,635* [(1*40.000*n) / (2* 62.500)]}

RT =[19,635 (1,0053*n)]

RT = 19,7390 *n (expresso em mm por UE?)  (Equagdo 3)
ou RT =1,9739 *n (expresso cm por UE™)
ou RT =0,0197*n (expresso em m por UE™)
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4.2.5 Analise estatistica

Em virtude de repeticdes terem sido perdidas por contaminacdo, utilizou-se 0 menor
namero de repetigdes existentes em um tratamento como nimero amostral para os demais. Dos
tratamentos 0,5 e 1,5 mg kg restaram apenas 5 UEs e para selecionar quais UEs seriam
utilizadas ou eliminadas para as andlises estatisticas, utilizou-se dois critérios: (1) verificacdo
de outliers e (2) valores mais distantes da mediana daguele conjunto de dados. Esses critérios
foram aplicados para a variavel % colonizagdo total e, para as demais varaveis utilizaram-se as
mesmas repeticdes. Dessa forma, cada um dos tratamentos contou com 5 repeti¢des. Para cada
varidvel avaliada foram verificados os pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade (Testes de Bartlett). Quando as premissas ndo foram atendidas, os dados de
percentual de colonizacdo foram transformados usando [(asen (\/E))/ISO*n], os dados de
nimero de esporos usando a transformacéo [(x + 0,5)”] e os dados de comprimento micelial
total usando a transformacdo [log(x)]. Em seguida cada variavel foi analisado através de
ANOVA (One way) seguido de teste Dunnett (p < 0,05) para avaliar a existéncia de diferencas
significativas entre cada concentracdo testada e o controle permitindo a determinacdo da
concentracdo de efeito ndo observado (CENO).

Também tentou-se determinar os valores de Clso (concentracdo originando 50 % de
inibicdo da variavel analisada) os valores de Clzo e Clio (concentragdo originando 20 % e 10 %
de inibicdo da varidvel analisada, respectivamente), utilizando-se modelos de regressdo néo
linear de acordo com o Environment Canada (EC, 2005) e o software Statistica 10.0 (StatSoft
2011).

4.3 RESULTADOS

Dentre as estruturas passiveis de avaliacdo e que caracterizam a colonizacao radicular,
serdo apresentados abaixo os resultados referentes a colonizacéo total (presenca de pelo menos
uma estrutura tipica da simbiose), colonizacdo por arbusculos e vesiculas. A presenca de
esporos ndo foi observada para as amostras avaliadas e a colonizagéo por hifas apresentou os
mesmos percentuais da colonizagéo total.

O percentual de colonizagéo total no tratamento controle foi de 76 % (desvio padréo —
DP = 3 e coeficiente de variacdo — CV = 3,4 % ), subiu para 86 % na primeira concentracdo
(0,5 mg kg*) com Clorotalonil e seguiu uma tendéncia de queda dos valores nas concentragdes

sequintes (Figura 28). O Teste Dunnett (p < 0,05) indicou que os valores da primeira
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concentragdo com fungicida foram superiores ao controle, ndo houve efeito na segunda
concentragdo com Clorotalonil (1 mg kg?) e todas as demais, foram afetadas negativamente
pelo fungicida. Mesmo na maior concentracdo testada, ndo houve efeito em 50 % da
colonizagdo medida e ndo foi possivel calcular a Clso, mas, estimou-se CENO em 1 mg kg™.
Valor de Clyo foi estimado em 4,56 mg kg™ (1,30 - 7,82) e Clio em 2,40 mg kg (0,37 - 4,42)
(ambas utilizando modelo estatistico hormesis).

Os dados de colonizacdo por arbusculos também apresentou um valor positivo da
primeira concentracdo com presenca de fungicida no meio em relagdo ao controle (8 % de
colonizacdo, DP = 3 e CV = 31 % e) (Figura 28). Houve efeito negativo apenas no tratamento
com 12 mg kg! e, em funcdo dos amplos desvios padrdes o efeito foi suprimido nas
concentragdes anteriores a 12 mg kg e voltou a ndo existir na maior concentragio (24 mg kg
1. Em funcédo do comportamento dos dados, nenhuma CI foi passivel de determinago.

A colonizacéo por vesiculas foi de 5 % no controle (DP =5 e CV = 105 %) néo foi
observada na primeira concentragéo testada (0,5 mg kg™) e essa foi a Unica que apresentou
diferenca estatistica do tratamento controle (Figura 28). Assim como ocorreu para os dados de
colonizacdo por vesiculas, em funcdo dos amplos desvios padrées outras diferencas estatisticas
ndo foram detectadas. Para esse conjunto de dados, também néo foi possivel determinar nenhum
valor de CI.

Resultados referentes ao nimero de esporos e comprimento micelial extrarradicular
total dizem respeito a totalidade da amostra de uma UE (com 30 mL de meio de cultura). A
média de nimero esporos do tratamento controle foi de 93 esporos (DP = 87, CV = 93,8 %) e
a maior média (175 esporos) foi contabilizada na concentragio com 1,5 mg kg* de fungicida
(Figura 29). Esse conjunto de dados apresentou médias que oscilaram em aumento ou
decréscimo ao longo dos tratamentos, desvios padrdes bastante amplos a partir do tratamento
com 1 mg kg e nenhum efeito do fungicida detectado para as concentragfes testadas em
relacdo ao controle, atraves de Teste Dunnett (p < 0,05). Nenhuma CI pode ser calculada e a
CENO foi estimada como > 24 mg kg™.

A média de hifas para a varidvel CMET, no tratamento controle foi de 1263 cm de hifas
por UE (DP = 455,4 e CV = 36,1 %). A maior média (2665 cm por UE) foi observada no
tratamento com 6 mg kg? de fungicida (Figura 29). Nessa concentracdo houve diferenca
significativa positiva em relagdo ao controle através de Teste Dunnett. Novamente nenhuma ClI

pode ser calculada e a CENO foi estimada como > 24 mg kg™
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Figura 28 - Percentual de colonizagéo total, colonizacdo por arbusculos e vesiculas das raizes
do experimento conduzido in vitro, contaminado com Clorotalonil.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 5 repeti¢des. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). 1 — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

Figura 29 - Numero de esporos e comprimento micelial extrarradicular total para cada unidade
experimental do experimento conduzido in vitro, contaminado com Clorotalonil.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 5 repeti¢fes. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). 1 — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.
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4.4 DISCUSSAO

Dentro das varidveis avaliadas no experimento in vitro, apenas o percentual de
colonizacdo total teve concentragdes de efeito passiveis de calculo. As demais devido a variacao
nas médias de respostas entre os tratamentos ndo foram passiveis dessa determinacdo. Nota-se
que, para a concentracdo de 0,5 mg kg, enquanto houve um significativo incremento do
namero de arbasculos e hifas (estruturas que caracterizam o estabelecimento e manutencédo da
simbiose), nenhuma estrutura de armazenamento de energia, representada pela total auséncia
de vesiculas, foi observada. A aparente auséncia de efeito do fungicida no meio para as
variaveis colonizacdo total e arbuscular pode, na verdade, representar um gatilho para acionar
mecanismos de defesa que irdo, por sua vez, garantir que os eventos de colonizagéo posteriores
acontecam (LAMB et al. 1989; BONFANTE; PEROTTO, 1995; LAMBAIS; MEHDY, 1995;
READ, 1999). As variacdo das médias dos tratamentos nas variaveis nimero de esporos e
comprimento micelial devem-se, possivelmente, a comportamentos biolégicos de defesa a
presenca do fungicida no meio e a esporulacdo ¢ uma forma de garantir a permanéncia do
organismo naquele ambiente, enquanto que o incremento na producdo de hifas pode ser uma
forma do FMA atingir e permanecer em por¢cdes do ambiente menos contaminadas
(GIOVANNETTI; AVIO; SBRANA, 2010; LENOIR; FONTAINE; SAHRAOUI, 2016).

Efeitos do Clorotalonil sobre aspectos da simbiose micorrizica foram avaliados in vitro
por Wan, Rahe e Watts (1998) que, encontraram efeitos sobre a colonizagdo micorrizicas de
raizes de cenoura (Daucus carota) colonizadas por Glomus intraradices a partir da presenca de
0,13 ppm (= 0,13 mg kg?) valores Clso de 0,05 ppm (= 0,05 mg kg™?) e de 0,04 (= 0,04 mg kg
1Y para as varidveis comprimento de micélio extrarradicular e producdo de esporos,
respectivamente. Entretanto, as avaliacdes foram realizadas em duas semanas da inoculagéo do
FMA no meio contaminado, enquanto neste estudo as avaliacGes foram realizadas apds 10
semanas de montagem do experimento. Além disso, embora tenham utilizado o método das
raizes transformadas por Ri T-DNA, as espécies tanto de raiz hospedeira, quanto de FMA
simbionte foram distintas. A aplicacdo de diferentes tipos de agrotoxicos, pode modificar
reacOes fisioldgicas e metabdlicas das diferentes espécies de plantas, o que, por sua vez altera
as relacdes entre os parceiros simbiontes e suas respostas a presencga do agrotoxico tambem
serdo alteradas (DECLERK; STRULLU; FORTIN, 2005; HAGE-AHMED; ROSNER;
STEINKELLN, 2019), justificando as diferencas entre os resultados encontrados neste trabalho
e no de Wan, Rahe e Watts (1998).
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No que tange a utilizacdo do método, nas condi¢Bes empregadas nesse estudo, para
compor um protocolo de nivel lower tier em esquemas de anélise de risco, a metodologia
descrita neste capitulo ndo é considerada como adequada pois: (1) ndo padronizou-se 0 nUmero
de propagulos, especificamente o nimero de esporos inseridos em cada unidade experimental;
(2) ndo foi possivel garantir um nimero padréo de repeticdes entre os tratamentos, dadas as
baixas por contaminagéo, o que incorreu em dificuldade posterior para analisar estatisticamente
os dados; (3) embora as variaveis utilizadas ndo exijam de um avaliador habilidades
extremamente complexas, a execucdo de algumas delas (especificamente o processo de
coloracdo das raizes transformadas) se mostraram extremamente laboriosas e exigiram uma
grande quantidade de horas prévias a execucdo apenas para ajuste da metodologia a ser
empregada. Outro ponto, diz respeito a dificuldade de se estabelecer o cultivo de novos taxons
in vitro (vide Apéndice C).

O sistema de cultivo in vitro pode oferecer outras variaveis que poderiam ser exploradas
no que tange a avaliacdo do impacto dos agrotoxicos sobre os FMA e sua simbiose, mas que
ndo foram incluidas nesse estudo, a exemplo de observacbes ndo destrutivas de pontos de
infeccdo, arquitetura de miceélio extrarradicular, entre outras. De toda a forma, as variaveis
selecionadas para avaliacdo nesse sistema se mostraram promissoras e executaveis. Por isso, é
preciso reforcar que, considerando apenas as condi¢fes empregadas e apresentadas neste
Capitulo, os resultados apontam para a necessidade de aprimoramento dos métodos adotados e
da realizacdo de novos experimentos antes da sua utilizacdo como ferramenta padrdo

empregada na avaliacdo da simbiose micorrizica.

4.5 CONCLUSAO

Caracteristicas relacionadas a colonizagdo radicular, testadas in vitro apresentam
sensibilidade a presenca de Clorotalonil no meio de cultura e constitui uma variavel importante
a ser usada em protocolos ecotoxicologicos padronizados para a testes de efeitos na fase
simbiotica. As varidveis numero de esporos e crescimento de micélio extrarradicular, nao

sofreram efeitos significativos nas condigdes de teste empregadas.
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APENDICE C

Experimento in vitro 1

Em virtude do maior tamanho e facilidade de manuseio/observacao, optou-se por

utilizar, inicialmente esporos de G. albida SCT200A. Os procedimentos para 0 manuseio e

posterior montagem dos ensaios in vitro seguiram conforme orientacgdo e descri¢édo do Protocolo

de Procedimentos do Laboratério de Microbiologia - UFSC Campus Curitibanos (nédo

publicado e cedido pela Prof? Sonia Purin da Cruz) e a montagem do ensaio ocorreu ho mesmo

laboratorio.

Todo o processo foi realizado em camara de fluxo laminar e cada uma das unidades

experimentais (UE) foi montada conforme as seguintes etapas (Figura 30):

Preparacdo do meio de cultura MSR. Colocou-se quantidade de meio para formar uma
camada de aproximadamente 0,7 cm em placas de Petri de plastico estéreis;

No momento de preparacdo do meio, adicionou-se o fungicida Clorotalonil diluido ao meio
de cultura de forma a compor os tratamentos de 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 e 72 mg kg* meio de
cultura. Para esse ensaio a adi¢do do fungicida ocorreu depois do processo de autoclavagem
do mesmo e antes do meio ser vertido nas placas de Petri, a partir de uma solucéo estoque
filtrada (filtro utilizado em seringas, tamanho do poro= 0,22 um e diametro externo de 30
mm), visando eliminar possiveis contaminac@es. Para cada tratamento foram preparadas 20
placas e para o controle sem contaminacdo foram preparadas 40 placas, totalizando 200
placas para esse ensaio;

Extracdo dos esporos via peneiragem Umida, selecdo e desinfeccdo dos esporos de G.
albida, através de “banhos” sucessivos de tween 20 (surfactante usado como agente de
limpeza), cloramina, antibioticos (estreptomicina e gentamicina) e agua destilada;

Insercdo dos esporos desinfectados na placa com o meio de cultura contaminado. Foram
inseridos 5 esporos por placa;

Avaliacdo da germinacao dos esporos; insercdo das raizes transformadas de chicoria na placa
contendo os esporos germinado. Os fragmentos de raizes possuiam aproximadamente 5 cm,
coloracéo esbranquigada e apresentavam ramificacdes e apos a sua inserg¢do foram UESs eram
vedadas com filme plastico de parafina;

Manutencdo das UEs em temperatura ambiente, realizar as avaliacbes periodicas até a

avaliacdo final.
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Figura 30 - Esquema de montagem das unidades experimentais do experimento in vitro 1.

/\ Insercdo dos esporos na placa f\

Extracdo, selecdo e _ Avaliacdo dg germinacao,
desinfeccéo dos insercédo da raiz e vedag&o da
esporos unidade experimental

-
-

Manutenc¢&o das unidades
experimentais em temperatura
ambiente e avaliacGes
periodicas

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Apos vedagdo as UEs foram transferidas para o Laboratdrio de Ecologia do solo onde
as avaliacOes visuais foram realizadas. Estabeleceu-se um regime de avaliacdo periddica
semanal, com acompanhamento e retirada de contaminacdo por agentes externos e
acompanhamento do processo de estabelecimento da simbiose. Teoricamente considerou-se
estabelecer: (1) dias necessarios para a germinacao dos esporos em meio de cultura; (2) dias
necessarios para inicio da producdo de micélio extra radicular; (3) dias necessarios para inicio
da esporulacéo; (4) dias necessarios para inicio da reducdo da taxa de crescimento micelial e
reducdo da esporulacdo. Ao final do experimento as UEs seriam desmontadas e avaliacdes
referentes as caracteristicas da simbiose mencionadas e mais taxa de colonizagdo radicular
seriam mensuradas.

As principais observagdes sobre esse experimento foram:

e Para o tratamento com maior concentragdo do fungicida (72 mg kg™) todas as placas foram
perdidas por contaminagdo antes mesmo da insercéo dos esporos. Possivelmente por falhas
no processo de filtragem da solucdo estoque incorrendo na contaminacdo total desse
tratamento;

e Em 10 dias, os esporos germinados haviam emitidos hifas além do necessario para seguir

com o padrdo de validacdo da germinacdo da fase pré-simbidtica (quantidade de hifas 5x o
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didmetro do esporo), por isso, a avaliacdo da germinacdo pode acontecer em ja em 7 dias
apos a insercdo dos esporos na placa;
e As quatro menores concentracdes de Clorotalonil apresentaram germinacdo mais expressiva
(pelo menos 3 dos 5 esporos germinados nas concentragdes 0 mg kg 2, 3,6 e 12 mg kg );
e Depois de 10 dias ndao houve alteracdo no status de germinagdo dos esporos. Aqueles que
ndo haviam germinado até esse numero de dias, também ndo germinaram depois disso.

Nas avaliacfes subsequentes, observou-se apenas 0 crescimento da raiz e houve um
aumento acelerado do nimero de placas contaminadas e, 11 dias ap0ds a insercao das raizes (21
dias apos o inicio do ensaio) todas as placas apresentavam alto grau de contaminacao e foram
autoclavadas para descarte.

Experimento in vitro 2

Foi montado seguindo o descrito para 0 experimento 1, com as seguintes alteracodes:

e Aumentou-se 0 nimero de esporos de 5 para 10 em cada UE e a avaliacdo da germinacdo,
seguida da insercdo das raizes ocorreram em 7 dias ap6s a insercdo dos esporos;

e Acido borico foi utilizado como substancia teste ao invés de Clorotalonil nos tratamentos de
0, 25, 75 e 150 mg kg™*;

¢ A adicédo da substancia ocorreu imediatamente antes da insercdo do fragmento de raiz, para
todas as UEs. Novamente para cada concentracao foram preparadas 20 placas e 40 placas
para o controle;

Apobs 7 dias da insercdo dos esporos nas placas contabilizou-se numero de esporos
germinados e as placas com diferentes nimeros de esporos germinados foram alocadas para
gue, em cada concentracdo da substancia, houvesse placas com 5, mas também com 10 esporos
germinados. Uma vez inseridas as raizes, as placas foram acompanhas semanalmente. Durante
um periodo de 7 semanas, trés repetices de cada um dos tratamentos eram fotografadas em
detalhes (crescimento de hifas, crescimento e formacdo de estruturas da raiz). A partir da 82
semana de conducéo do ensaio, em virtude de problemas no equipamento de imagem utilizado,
as fotos passaram a ser panoramicas e permitiram apenas o acompanhamento do crescimento
das raizes. A avaliacdo visual continuou acontecendo e as observagdes anotadas. Algumas das
imagens obtidas e descrigéo das estruturas formadas sao apresentadas na Figura 31 e Figura 32.

Embora tenha sido possivel manter esse experimento por um periodo prolongado em

relacdo ao 1, o aparecimento de contaminagdo exogena também o comprometeu. Restaram
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apenas 24 UEs intactas (duas do tratamento controle). O Experimento 2 foi mantido por 100
dias e nesse periodo, a formacdo de estrutura externa as raizes (micélio extrarradicular e
presenca de esporos jovens) nao foi observada, nem mesmo no tratamento controle. Em virtude

do numero insuficiente de repeticdes, o ensaio foi finalizado e as raizes ndo foram analisadas.

Figura 31 - Visdo panoramicas das unidades experimentais do ensaio in vitro para
acompanhamento o crescimento das raizes. (A) panoramica da 12 semana; (B) panoramica da
62 semana; (C) panoramica da 10 semana e (D) panordmica da 142 semana.

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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Figura 32 - Estruturas formadas nas unidades experimentais do ensaio in vitro 2: (A) Esporo
germinado na placa e hifas pré-simbioticas; (B ) Formacédo de pelos radiculares; (C) Hifas
crescendo em direcdo a raiz e (D) Detalhe da hifa pré-simbidtica penetrando a raiz.

F
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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5 CAPITULO 4: SISTEMA IN VIVO PLANTA-FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES PARA AVALIACAO DO RISCO DE FUNGICIDAS NA
SIMBIOSE

RESUMO

A presencga de agrotoxicos no solo, pode provocar efeitos negativos em etapas iniciais do
processo de estabelecimento da simbiose micorrizica ou em etapas posteriores a colonizacéo,
afetando a permanéncia destes fungos nos ecossistemas. O objetivo desse estudo foi
desenvolver um método in vivo de avaliacdo dos efeitos de agrotoxicos sobre carateristicas da
fase simbiotica dos fungos micorrizicos arbusculares, empregando a inoculacdo de esporos de
Gigaspora albida e Rhizophagus clarus em soja e braquiaria e avaliar a viabilidade desse
método ser utilizado como protocolo lower-tier em esquemas de analise de risco. Foram
montados quatro experimentos (1 — G. albida + soja; 2 — G. albida + braquiéaria; 3 — R. clarus
+ soja; 4 — R. clarus + braquiéria), utilizando solo artificial e concentracfes crescentes de
Clorotalonil (0; 12; 18; 24; 36; 48 e 72 mg kg™) e avaliadas as seguintes variaveis: percentual
de colonizacéo total e arbuscular; nimero de esporos e comprimento micelial extrarradicular
total (CMET). Os experimentos tiveram a duracdo de 56 dias e os resultados apontaram para
efeito do fungicida para as variaveis avaliadas. Para o conjunto dos experimentos a
concentragdo de efeito ndo observado (CENO) foi < 12 mg kg* para o percentual de
colonizagéo total e CMET e variou de < 12 mg kgt a 18 mg kg™ nas varidveis colonizagéo
arbuscular e numero de esporos (exceto para 0 experimento 3 nessa variavel onde CENO > 72
mg kg™). Determinaram-se os valores de Clso, Clao & Clio, para todas as variaveis e das Clio
estabelecidas e do calculo da PECiniciai, identificou-se potencial risco da presenca do Clorotalonil
no ambiente para colonizagdo total e CMET no experimento 1 e ndmero de esporos nos
experimentos 1 e 4. O método pode ser considerado adequado para ser empregado como um
protocolo lower-tier, pois apresenta caracteristicas desejaveis de um método padronizado.

Palavras-chave: Cultivo in vivo. Inoculagdo. Concentragéo de inibi¢do. Protocolo lower tier.
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5 CHAPTER 4: PLANT-ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN IN VIVO
SYSTEM FOR ASSESSMENT THE RISK OF FUNGICIDES ON SYMBIOSIS

ABSTRACT

The presence of pesticides in the soil can cause negative effects in the initial stages of
establishing mycorrhizal symbiosis or in stages after colonization, affecting the permanence of
these fungi in the ecosystems. The aim of this study was to develop an in vivo evaluating method
for pesticides effects on arbuscular mycorrhizal fungi symbiotic phase, using the inoculation of
Gigaspora albida and Rhizophagus clarus spores in soybean and brachiaria and to evaluate the
feasibility of this method being used as a lower-tier protocol in risk analysis schemes. Four
experiments were set up (1 — G. albida + soybean; 2 — G. albida + brachiaria; 3 — R. clarus +
soybean; 4 — R. clarus + brachiaria), using artificial soil and increasing concentrations of
chlorothalonil (0; 12; 18; 24; 36; 48 and 72 mg kg™). The following variables were evaluated:
percentage of total and arbuscular colonization; number of spores and extraradical hyphal
length. The experiments lasted 56 days and the results pointed to the effect of the fungicide for
the variables evaluated. For the set of all experiments, the no observed effects concentration
(NOEC) was < 12 mg kg for percentage of total colonization and extraradical hyphal length;
varied between < 12 mg kg™ and 18 mg kg for the percentage of arbuscular colonization and
number of spores (except for experiment 3 of this variable where NOEC > 72 mg kg?). The
inhibition concentration values (IC) was determined for all variables (ICso, 1C20 € 1C10), and
with the established 1C1o plus the PECinitiar calculation, a potential risk of the presence of
Chlorothalonil in the environment was identified for total colonization and extraradical hyphal
length in the experiment 1 and spore number in the experiments 1 and 4. The method can be
considered adequate to be used as a lower-tier protocol, as it presents desirable characteristics

of a standardized method.

Key words: In vivo cultivation. Inoculation. Inhibition concentration. Lower tier protocol.
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5.1 INTRODUCAO

A grande maioria das pesquisas envolvendo a fase simbidtica dos fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) séo realizadas com vistas aos seus beneficios para as plantas hospedeiras.
E fato, que, como um organismo obrigatoriamente simbionte, os FMA sdo diretamente
dependentes de plantas suscetiveis a micorrizagdo para completar o seu ciclo de vida,
entretanto, a sua relevancia para os ecossistemas vai muito além do incremento nutricional e
crescimento das plantas (ARAUJO, 2007), sendo esses organismos cada vez mais associados a
qualidade ambiental. Presentes nos sistemas agricolas, FMAs e sua simbiose, sdo expostos a
diversos insumos, incluindo os agrotoxicos que podem oferecer risco aos eventos que
antecedem o estabelecimento da simbiose, em eventos posteriores (consolidacdo e
funcionalidade da simbiose) e na continuidade desses fungos no campo por meio da produgéo
de propagulos (HAGE-AHMED, ROSNER & STEINKELLN, 2019).

O carater de biotrofismo obrigatério dos FMAs é um dos grandes desafios para 0s
estudos com esses organismos e para avaliar aspectos relacionados a simbiose, ha a necessidade
de se considerar a presenca de um hospedeiro. Os efeitos de substancias quimicas como adubos,
residuos e contaminantes sobre a simbiose micorrizica e sua funcionalidade comumente séo
realizados por meio de experimentos em vasos de cultivo com plantas hospedeiras (sistema in
vivo), como os trabalhos realizados por Ipsilantis, Samourelis e Karpouzas (2012) e Karpouzas
et al. (2014), que avaliaram o impacto das substancias estudadas sobre a colonizagéo
micorrizica. Ndo hé, entretanto, indicacdo de um método padrdo no que tange a tamanho de
unidade experimental, tipo de substrato, tempo de conducdo dos experimentos, tipo de
hospedeiro e abordagem estatistica empregada. Ndo existe também, indicacdes referentes a
espécies flangicas e tamanho de populacdo ou mesmo sugestdo de outras caracteristicas
relacionadas a simbiose micorrizica para serem consideradas na avaliagdo do risco de
agrotoxicos e esses sdo aspectos importantes a serem definidos para um método padréo.

Além do exposto acima, para uma metodologia ser utilizada dentro das etapas inferiores
de um esquema de analise de risco, ela precisa apresentar algumas caracteristicas, dentre elas:
(1) a possibilidade de padronizagéo e uniformidade dos organismos-teste; (2) facilidade de
manipulagdo dos organismos-teste; (3) Possibilidade de avaliagcdo da magnitude do efeito sobre
o0 organismo, de forma direta ou indireta; (4) sensibilidade dos organismos aos métodos e (5)
facilidade de avaliagéo (EFSA, 2017).

Prop6s-se, nesse Capitulo, um método para a execucdo de experimentos in Vvivo,

envolvendo a inoculagdo de esporos de Gigaspora albida e Rhizophagus clarus em plantas
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hospedeiras para testar os efeitos de agrotoxicos sobre carateristicas da fase simbiotica dessas

espécies para ser utilizado como protocolo lower tier.

5.2 MATERIAL E METODOS

Diferentes sistemas in vivo foram testados e a medida que falhas foram sendo
identificadas, os métodos foram remodelados e reexecutados até se chegar num sistema in vivo
considerado adequado que é o apresentado a seguir. Uma descri¢do sucinta desses sistemas
experimentais prévios esta descrita no Apéndice D

Foram realizados 4 experimentos individuais, envolvendo esporos de FMAs, plantas
hospedeiras e um fungicida adicionado ao substrato. Por envolver simbionte e hospedeiro em
desenvolvimento, denominamos esse conjunto de experimentos como “experimentos da fase

simbiética in vivo”.

5.2.1 Material bioldgico

Foram utilizados esporos da espécie Gigaspora albida, isolado SCT200A e da espécie
Rhizophagus clarus, isolado RIN102A. Estas espécies foram selecionas pois sdo as espécies
utilizadas nos ensaios envolvendo a fase pré-simbidtica como descrito por Mallmann et al
(2018). Como plantas hospedeiras, utilizou-se uma leguminosa e uma graminea, sementes de
soja (Glycine max, Nidera 5909) ndo inoculadas e sementes de braquiaria (Braquiaria
brizantha), respectivamente. A idade dos esporos inferior a 1 ano. As combinacdes entre FMA
e hospedeiro foram: esporos de G. albida + sementes de soja, esporos de G. albida + sementes
de braquiaria, esporos de R. clarus + sementes de soja e esporos de R. clarus + sementes de

braquiaria.

5.2.2 Substrato

Usou-se como substrato o Solo Artificial Tropical — SAT (GARCIA et al., 2004), sem
contaminagdo, composto por 75% de areia fina, 20% de argila branca (caulim), 5% de fibra de
coco triturada (OECD, 2016; Niemeyer, 2018) e pH ajustado para 6,0 (+ 0,5) com carbonato de
calcio. O SAT utilizado foi previamente preparado e sua umidade ajustada em funcéo da sua
capacidade de retencdo de &gua (CRA) (ISO, 2012) para 50 % da CRA. Uma tabela

apresentando as caracteristicas quimicas do substrato pode ser encontrada no Capitulo 1 (Tabela
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1). Submeteu-se 0 SAT a 3 ciclos de congelamento e descongelamento de 24 h, visando
eliminar qualquer organismo existente no substrato. As contaminagdes dos substratos foram
realizadas sempre no dia da montagem do experimento. Para a contaminacdo, um gradiente
com concentracdes crescentes do fungicida foi preparado, diluindo-se uma solucao estoque da
referida substancia em agua destilada.

O recipiente de montagem das UEs possuia aberturas laterais na por¢éo inferior, por
onde se perderia substrato. Por esse motivo, adicionou-se vermiculita & montagem das UEs.
Esse substrato foi previamente peneirado (somente particulas maiores de 2 mm foram

utilizadas) e esterilizado (3 ciclos de autoclavagem de 45 min).

5.2.3 Tratamentos com fungicida

Como substancia teste, utilizou-se a formulagio comercial Bravonil 500®, que contém
o fungicida Clorotalonil como principio ativo. Essa formulagéo foi utilizada nos experimentos
in vivo, em substituicdo ao Bravonil Ultrex® (utilizado para todos os ensaios da fase pré-
simbiotica), pois este ndo possui recomendacéo para a cultura da soja (ja que uma das plantas
hospedeiras selecionadas para os experimentos é soja). O Bravonil 500® é amplamente utilizado
na agricultura e possui as seguintes caracteristicas: 500 g de ingrediente ativo Clorotalonil por
L, pertencente ao grupo quimico das Isoftalonitrilas, possui modo de acdo de contato,
classificacdo do potencial de periculosidade ambiental Il (produto muito perigoso) e
classificacdo toxicoldgica 3 (moderadamente tdxico). Além disso, sua recomendacédo de uso
(considerando as espécies vegetais com a maior recomendac&o, incluindo a soja) € de 3 L ha™.

O material bioldgico foi utilizado em 4 experimentos assim delineados:

Experimento 1: Esporos de G. albida e soja como planta hospedeira;

Experimento 2: Esporos de G. albida e braquiaria como planta hospedeira;

Experimento 3: Esporos de R. clarus e soja como planta hospedeira;

Experimento 4: Esporos de R. clarus e braquiaria como planta hospedeira.

Para todos os experimentos, o substrato foi contaminado com concentragdes crescentes
do fungicida testado, considerando a quantidade de mg do ingrediente ativo por kg de substrato
seco . Os tratamentos compreenderam 5 concentragdes, mais controle sem aplicacdo (0, 12, 24,
36, 48 e 72 mg kg de substrato seco), com seis repetigdes por tratamento, totalizando 42
unidades experimentais. As concentracGes e suas repeticdes foram distribuidas aleatoriamente

pela bandeja de suporte, em um delineamento inteiramente casualizado.
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5.2.4 Montagem das unidades experimentais

Para cada espécie de FMA testada, os esporos utilizados foram extraidos do solo-in6culo
pelo método de peneiragem Umida (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) seguido por
centrifugacdo em gradiente de sacarose (20 % e 60 %). Esporos com paredes intactas foram
coletados (esporos vazios ou esmagados foram eliminados) e contados sob microscépio
estereoscopico e armazenados em copos plasticos, com volume de 50 mL contendo agua
destilada até a sua utilizacdo. Para cada repeticdo, foram utilizados 50 esporos. O periodo
compreendido entre a extracdo e contagem dos esporos sua utilizacdo ndo ultrapassou 48 h.

As sementes de ambas as espécies passaram por um processo de desinfeccao superficial
em hipoclorito de sédio 1 % por 5 minutos e apds a remocdo do hipoclorito, foram mantidas
em agua destilada até a sua utilizacdo. E importante destacar que esse procedimento foi
realizado minutos antes da montagem do experimento.

Foram utilizados como recipiente para a montagem das unidades experimentais, tubetes
de plastico com volume de 200 mL, que foram previamente limpos e identificados. Uma vez
contaminado o substrato e desinfectadas as sementes, passou-se para a montagem das UES.

Inicialmente foram adicionados aos tubete 30 mL de vermiculita esterilizada. O SAT
contaminado, para cada concentracdo de repeticdes, foi pesado diretamente no tubete a fim de
completar o volume do recipiente. A pesagem ocorreu de forma a depositar o substrato no
tubete, sem pressiona-lo, para evitar compactacdo e permitir espaco aerado dentro da UE.
Utilizando-se a umidade de 50 % da CRA, a quantidade adicionada ao tubete foi de 200 g de
substrato contaminado. Sobre 0 SAT, foram depositados o0s esporos e realizada a semeadura
das espécies hospedeiras. Para a soja foram colocadas 2 sementes e para braquiaria 10 sementes
em cada UE. Uma vez estando, esporos e sementes, inseridos na UE, uma camada adicional de
20 g do substrato contaminado foi utilizada como cobertura. A Figura 33 apresenta esquema de
montagem das UEs e do sistema de ajuste de umidade.

Ao finalizar a montagem das UEs, inseriu-se em cada uma delas, dois fios de barbante
de algoddo cru n° 10 da superficie até uma profundidade de aproximadamente 3 cm, para
permitir que o ajuste de umidade se desse por capilaridade. Os barbantes possuiam
comprimento suficiente para alcancar o recipiente com agua destilada. A Figura 34 demonstra
como o sistema de ajuste de umidade por capilaridade foi implantado durante a conducao dos

experimentos.
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Figura 33 - Esquema de montagem das unidades experimentais para 0s experimentos in vivo e
do sistema de ajuste de umidade adotado.

\[

Q&
Legenda:

1 —30 mL de substrato vermiculita esterilizado;

2 — 200 g de substrato SAT;

3 — Esporos da espécie de interesse, extraidos e contados;

4 — Unidades experimentais com esporos e sementes dos hospedeiros;
prontas para receber as 20 g de substrato para cobertura;

5 — Unidade experimental completa;

6 — Barbantes inseridos na unidade experimental e que permitem o ajuste
de umidade por capilaridade;

7 — Recipiente contendo agua destilada para o ajuste de umidade;

8 — Bandeja de suporte das unidades experimentais.

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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Figura 34 - Sistema de ajuste de umidade por capilaridade foi utilizado durante a conducao dos
experimentos in vivo. (A) Posicéo de insercdo do barbante, (B) vista aproximada do barbante +
tubete e (C) vista geral do sistema de umidad;;dos experimentos.

&
M \7

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Ap0s instalados, 0s experimentos tinham sua umidade ajustada de umidade a cada trés
dias. Para tal, os barbantes eram postos em um recipiente com agua destilada e, ap6s 24 h, os
barbantes eram retirados do recipiente cessando assim, a reposicdo de &gua. Ao longo da
primeira semana, 5 tubetes eram pesados para fins de verificar se o sistema de ajuste de umidade
supria a demanda de agua e esse tempo de permanéncia na dgua foi considerado suficiente para
manter o substrato em uma umidade proxima daquela da montagem das UEs. A medida que as
sementes foram germinando e as plantas crescendo, a demanda por dgua do sistema aumentou
e a partir da 32 semana de conducdo o ajuste de umidade passou a ser realizado a cada dois dias.

Aos 14 dias de experimento, tempo suficiente para garantir que todas as UES tivessem ao
menos uma plantula, realizou-se o desbaste. Uma planta foi mantida, quando o experimento
possuia a soja como hospedeiro e duas quando o hospedeiro era braquiaria.

Apds 8 semanas (56 dias) os experimentos foram desmontados. Para cada UE, a parte
aérea foi separada do restante da amostra e contetdo contido no tubete foi todo (raizes, SAT e
vermiculita) colocado em uma bandeja. As raizes foram separadas do substrato, lavadas e

armazenadas em &gua destilada até serem avaliadas e o substrato armazenado em sacos
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plasticos para posteriores avaliaces. Tanto as raizes, quanto o substrato foram armazenados
em geladeira a 4 °C a partir da desmontagem dos experimentos.

5.2.5 Variaveis simbioticas avaliadas

Raizes e substrato de cada tratamento e repeticdo foram avaliados para as variaveis de
colonizacdo radicular (total e arbuscular); nimero de esporos e comprimento micelial

extrarradicular total do substrato.

5.2.5.1 Percentual de colonizag&o radicular

Apbs separadas do substrato, as raizes foram lavadas de forma a remover todo o
substrato a elas aderido. As amostras foram mantidas em agua destilada (que deve ser trocada
a cada 7 dias caso as amostras permanecam por periodos prolongados sem serem avaliadas). O
processo de coloracdo seguiu conforme proposto por proposto por Koske & Gemma (1989)
com ajuste de tempo para cada etapa. Inicialmente as raizes foram imersas em solucdo de KOH
10 % por 50 min em banho-maria a temperatura de 90 °C. Ap6s o KOH, as amostras de raizes
foram lavadas abundantemente em &gua corrente para remover qualquer residuo da solucéo. Na
sequéncia as raizes foram colocadas em solucdo de HCI 2 % e mantidas nessa solucéo por 60
min. A solucdo de HCI foi removida e as amostras cobertas com uma solucdo de glicerol
acidificado (500 ml Glicerina, 450 ml 4gua destilada, 50 ml HCL 1%) contendo 0,05% de azul
de tripan (0,5 g em 1 L de solucdo). Entre a remocao do HCI e a imersdo em solucédo de azul de
tripan as amostras ndo foram lavadas. Uma vez imersas na solucéo de azul de tripan as raizes
foram deixadas em banho-maria a 90 °C, por 60 minutos, retiradas do banho-maria e deixadas
na mesma solucdo overnight. No dia seguinte, as amostras de raizes foram removidas da solucao
corante, lavadas superficialmente para a remocéo do excesso de solugdo e acondicionadas em
recipientes contendo agua destilada. As raizes coradas foram mantidas em geladeira a 4 °C até
a montagem das laminas.

As raizes coradas de cada amostra foram cortadas em segmentos de aproximadamente
1 cm e dispostas em laminas de microscopia. Como cada tratamento contou com 6 repeticoes,
apenas 1 lamina com 10 fragmentos foi montada por amostra. O percentual de colonizacéo total
seguiu o proposto por McGonile et al. (1990). As estruturas foram observadas em microscopio
com aumento de 400x, determinando sua presenca ou auséncia em 50 pontos observados. Foi

considerado como ponto colonizado do fragmento, aquele que apresentou a presenca de pelo
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menos uma estrutura fungica (hifa, vesicula, arbdsculo ou esporo). O nimero de pontos
observados foi definido em funcdo no numero de repeticdes por tratamentos em comparagao
prévia com a avaliacdo em 100 e 200 pontos por ldamina. O percentual de colonizacédo total,
colonizacdo por hifas, vesiculas e arbusculos, considerando os valores de fragmentos

colonizados em relagéo aos ndo colonizados, foi calculado.

5.2.5.2 NUmero de esporos no substrato

Para cada tratamento e repeticdes uma amostra de 50 g de substrato foi pesada. Os
esporos foram extraidos do substrato pelo método de peneiragem Umida (GERDEMANN;
NICOLSON, 1963).

1. A amostra foi colocada em um béquer de plastico com capacidade de 2 L, ao qual adicionou-
se agua da torneira (aproximadamente 1,7 L). Amostra mais agua eram agitadas
vigorosamente com um bastdo de vidro. Apds a agitacdo, a suspensdao passava por um
processo de decantacdo e apOs esse periodo, o sobrenadante era transferido para duas
peneiras sobrepostas, tomando-se o cuidado para que a maioria das particulas de substrato,
ficasse retida no béquer. A operacdo de agitacdo, decantacao e transferéncia para as peneiras
foi repetida por trés vezes. Para fins de padronizagdo cronometrou-se o tempo de agitacéo
para 30 s e 0 de decantacdo para 1 min;

2. Como se tinha conhecimento de quais eram as espécies de FMA, as malhas das peneiras
utilizadas tinham aberturas de 300 pum (peneira de cima) e de 53 pm (peneira de baixo);

3. O material retido na peneira 53 um era transferido inicialmente para um béquer com
capacidade para 50 mL, com a menor quantidade de 4gua possivel;

4. Posteriormente o conteldo do béquer era transferido para tubos Falcon de 50 mL contendo
gradiente de sacarose (20 % e 60 %; 15 ml de cada uma das soluces);

5. Os tubos eram entdo centrifugados por 2 minutos a 2000 rpm para separar particulas mais
pesadas do substrato (que sedimentam) dos esporos e particulas orgénicas finas (que ficam
SUSPEeNsos na sacarose);

6. Apenas 0 sobrenadante do material contido nos tubos Falcon foi vertido novamente na
peneira de 53 pm e o material ali retido lavado com &gua de torneira para remover 0 excesso
de sacarose e transferido para o béquer de 50 mL;

7. Os esporos e extraidos eram armazenados em geladeira (4° C) até sua avaliacao.

Os esporos presentes em cada amostra foram contados sob microscépio estereoscopico

e os dados anotados.
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5.2.5.3 Comprimento micelial extrarradicular total no substrato

A quantificacdo do comprimento de micélio extrarradicular total no substrato (CMET)

foi realizada conforme descrito por Melloni (1996) e Melloni & Cardoso (1999).

Pesaram-se trés sub-amostras com 10 g de substrato imido cada; duas foram usadas

para a extracdo do CMET e a terceira foi utilizada para determina¢do do seu teor de dgua ap6s

secagem em estufa (105 °C durante 24 h). A extracdo do micélio foi realizada conforme descrito

a sequir:

1.

Em um béquer de 1 L, adicionaram-se a amostra de substrato e aproximadamente 500 mL
de agua da torneira. Agua e amostra passaram por um processo de agitagdo manual com
bastdo de vidro para quebrar os pequenos aglomerados do substrato;

Apds um periodo de decantacdo, peneirou-se a suspensao do substrato em peneiras
sobrepostas, com malhas de 1 e 0,25 mm. Abaixo das peneiras sobrepostas foi colocado um
béquer com capacidade de 2 L, para recolher o filtrado a ser usado nas etapas seguintes. A
operacdo de agitacdo manual e posterior filtragem foi repetida por trés vezes. Para fins de
padronizacdo cronometrou-se o tempo de agitacdo manual para 30 s e 0 de decantacdo para
1 min;

O volume filtrado pelas peneiras deveria atingir um volume final proximo de 1500 mL. Esse
volume foi levado para um liquidificador e agitado durante 30 s;

Apbs a agitacao, o filtrado passou por um periodo de repouso de 2 minutos no préprio
recipiente e dali uma aliquota de 500 mL de sobrenadante, foi passado por uma peneira de
0,045 mm;

O material retido nesta peneira foi armazenado em recipiente plastico, com tampa e
armazenados em congelador até a sua filtracdo em bomba de vacuo;

Antes da filtracdo em bomba de vacuo, as amostras foram retiradas do congelador e, estando
completamente degeladas foram filtradas a vacuo em membrana quadriculada de nitrato de
celulose, com diametro de 4,7 cm e porosidade de 0,47 um. Toda a amostra contida no
recipiente foi utilizada na filtragem. As membranas foram previamente identificadas e um

campo contendo 64 campos (8 x 8 quadriculados) foi demarcada;

. ApoGs a amostra filtrada estar completamente seca, a membrana foi colocada sob lamina de

vidro de 5 x 5 cm, lubrificada com uma gota de 6leo de améndoas para facilitar a visualizacdo
no microscépio optico;
Foram avaliados os 64 campos em cada membrana, a partir observacdo das hifas em um

dispositivo reticulado acoplado a umas das oculares do microscopio. O dispositivo
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denominado na literatura estrangeira como ‘Eye piece Whiplle disc’, constitui-se de uma
grid de 10 x 10 quadriculos (cada quadriculo ou reticulo possui dimens@es de 1mm x 1mm).
O numero de intersec¢cdes das hifas com as linhas horizontais desse grid foi contado sob
microscopio no aumento de 625 vezes (25x da ocular; 25x da objetiva);

O comprimento do micélio extrarradicular total, € expresso em centimetros de hifa por
grama de solo seco e 0 nimero de intersec¢Bes obtidas anteriormente foi transformado em
comprimento de micélio atraves da equacdo de Newman (1966). A determinacéo das incognitas
dessa equacdo seguiu informagbes contidas em Cardoso-Filho (1994), Melloni (1996) e
Nogueira (1997). A equacdo de Newman é dada pela formula:

R=(n*A*n)/2*H (Equacdo 1)
onde:
R = comprimento do micélio extrarradicular avaliado nos 64 campos da membrana (mm);
A = &rea interna avaliada de um reticulado do dispositivo, no aumento considerado (1 mm2 x
625 x 64 campos na membrana = 40.000 mm3);
H = comprimento total das linhas horizontais do grid contido no dispositivo, no aumento
considerado (1 reticulo = 1mm; 1 linha contendo 10 reticulos = 10 mm) (10 mm x 10 linhas x
625 = 62500 mm);
n = ndmero de interseccBes das hifas nas linhas horizontais do grid contido no dispositivo.

Como as intersecgbes foram obtidas por amostragem em 64 campos da membrana,
utilizou-se um fator de correcdo para extrapolar o valor para a area util da membrana.
Considerou-se como area util aquela coberta pela amostra (o equipamento de filtracdo utilizado
acoplado a bomba de vacuo possuia diametro de 4 cm; logo 1256,64 mm?2 x 625 = 785.400
mm?2). Temos entao:

R*(785.400 / 40.000) = 19,635* R (Equacéo 2)

A guantidade de micélio obtida até entdo, refere-se a uma aliquota de 5000 mL retirada
do liquidificador. Ajustando-se o célculo para o volume inicial de filtrado, tem-se:

19,635* R (1500/500) = 58,905*R (Equacéo 3)

E preciso ainda considerar no calculo a quantidade de &gua contida no substrato () para
se obter o R total (RT). Esse dado foi obtido a partir da terceira amostra inicial pesada e é
expressa em g de agua por g de substrato. Logo:

RT =58,905*R/ (10 — 0) (Equacéo 4)

Substituindo a Equagéo 1 na Equacéo 4, teremos:

RT = {58,905* [(x*A*n) / (2*H)} / (10 - 0)
RT = {58,905* [(n*40.000*n) / (2* 62.500)} / (10 — 6)
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RT =[58,905 (1,0053*n)] / (10 — 0)

RT =59,2172 *n / 10 — 0 (expresso em mm g*')  (Equacéo 5)
ou RT =5,92172 *n / 10 — 0 (expresso cm g?)
ou RT =0,05922 *n / 10 — 0 (expresso em m g1)

5.2.6 Andlise estatistica

Para cada experimento e variavel avaliada os dados foram submetidos aos calculos de
média, desvio padrdo, bem como a verificacdo da presenca de outliers. Foram verificados 0s
pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias (Teste de
Bartlett). Quando as premissas ndo foram atendidas, os dados de percentual de colonizacdo
foram transformados usando [(asen (\/§))/180*n], os dados de numero de esporos usando a
transformacéo [(x + 0,5)%:] e os dados de comprimento micelial total usando a transformagao
[log(x)]. Em seguida cada variavel foi analisado através de ANOVA (One way) seguido de teste
Dunnett (p < 0,05) para avaliar a existéncia de diferencas significativas entre cada concentracdo
testada e o controle permitindo a determinacdo da concentracdo de efeito ndo observado
(CENO).

Também foram determinados os valores de Clsg (concentracdo originando 50 % de
inibicdo na variavel analisada) os valores de Clzo e Clio (concentragéo originando 20 % e 10 %
de inibicdo na variavel analisada, respectivamente), utilizando-se modelos de regressdo nédo
linear de acordo com o Environment Canada (EC, 2005) e o software Statistica 10.0 (StatSoft
2011).

Como os experimentos foram propostos como ferramenta para a etapa lower tier no
esquema de analise de risco, em adicdo as andlises descritas acima calculou-se a Concentracdo
Ambiental Prevista inicial das substancias testadas no solo (PECinicial). A PEC calculada sera
comparada com os valores de Clio calculados para cada variavel analisada. A férmula de
calculo para a PECinicia foi proposta por Focus (1997): [PECinicial = A X (1- fint)/(100 x depth x
bd)], onde A = taxa de aplicacdo da substancia (g ha™); fin: = fragdo interceptada pelo dossel da
cultura; depth = profundidade (cm) e bd = densidade do solo seco (g cm®).

Embora tenham sido utilizadas plantas hospedeiras nos experimentos, a contaminagéo
foi realizada no momento da montagem do experimento, logo, consideramos que todo o
fungicida aplicado atingiu o solo (0% de interceptacdo pela cultura - pior cenério possivel), que

0 produto foi distribuido homogeneamente na camada superior do solo de 5 cm em um solo
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com densidade de 1,5 (FOCUS, 1997). A taxa de aplicacdo do produto foi calculada em 1500
g hal e a PECinicial Calculada € igual a 2 mg kg™.

5.3 RESULTADOS

Os resultados dos experimentos serdo apresentados na sequéncia e para maios clareza

na descricéo serdo apresentados por variavel avaliada.

5.3.1 Percentual de colonizagéo radicular

Ao serem tabulados os dados relativos ao percentual de colonizacgéo radicular, trés pontos
foram observados: (1) ndo houve a presenca de esporos nas raizes avaliadas de nenhum dos
experimentos, logo essa variavel ndo constard nos resultados; (2) a colonizagdo micorrizica
promovida pela espécie G. albida (experimentos 1 e 2) ndo forma vesiculas e para ndo adotar-
se variaveis distintas entre os experimentos, a colonizacdo por essa estrutura para 0S
experimentos 3 e 4 ndo foi considerada; (3) a presenca de hifas nas raizes colonizadas gerou
percentuais de coloniza¢do muito préximos dos calculados para colonizacgdo total e por isso,
somente os dados dessa Ultima sdo apresentados. Os arbUsculos sdo as estruturas flngicas
especializadas na troca de nutrientes entre simbionte e hospedeiro, importantes nos processos
envolvendo a eficiéncia do fungo e por isso, os dados de colonizacdo por arblsculos foram

considerados como uma variavel avaliada juntamente com o percentual de colonizacéo total.

5.3.1.1 Percentual de colonizacéo total

A colonizacdo total foi mais alta nos tratamentos controles dos experimentos 1 e 3 que
tinham a soja como hospedeiro em relagdo aos experimentos 2 e 4 com braquiaria. Para os dois
primeiros, os percentuais médios de colonizacdo do controle foram de 88 % e 71 %,
respectivamente e a concentracédo de efeito ndo observado (CENO) foi estimada como sendo <
12 mg kg para ambos os experimentos. Experimentos 2 e 4 tiveram média de 59 % e 50 % de
colonizagdo no tratamento controle, respectivamente e a CENO foi estimada em 12 mg kg™.

A Figura 35 apresenta os gréaficos relativos ao percentual de colonizacéo total dos 4
experimentos e representa também os resultados dos Testes de Dunnett (p < 0,05).

Entre os valores de Cl calculados para essa varidvel, o experimento 3 foi o que

apresentou os menores valores de Clso (17,5 mg kg™?) e o experimento 3 os menores valores de
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Clzo (9,6 mg kg™?) e Clio (1,4 mg kgl). Os demais valores de Cl calculadas para essa variavel,
juntamente com a CENO séo apresentados na Tabela 6.

Figura 35 - Percentual de colonizacdo total das raizes dos experimentos conduzidos in vivo,
contaminados com Clorotalonil. Experimento 1 — G. albida + soja; Experimento 2 — G. albida
+ braquiaria; Experimento 3 — R. clarus + soja; Experimento 4 — R. clarus + braquiaria.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo medias de 6 repeticBes. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

Tabela 6 - Valores de concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e de concentracdo de
inibicdo (Clso, Clao e Clyo) para a variavel % de colonizacéo total dos experimentos conduzidos
in vivo, contaminados com Clorotalonil.

. Cls0 [1C95%)] Cl20 [1C95%] Cl10 [1C95%]
E t CENO ] M o
xperimento Modelo estatistico Modelo estatistico Modelo estatistico
i i 9,6 [0,1-22,2] 1,4[0,1-4,8]
1 1
1 <12mgkg > 72 mg kg Logistico Logistico
2 12 ma ka't 69,7 [42,8 - 97,0] 28,0 17,1 - 38,8] 13,98 [8,6 - 19,4]
g%9 Linear Linear Linear
i 17,5[5,0 - 20,1] 14,67 [12,2 - 17,1] 7,31[6,1 - 8,6]
1
3 <12mg kg Hormesis Linear Linear
4 12 ma ka-t 56,5 [35,9 - 77,2] 22,62 [14,4 - 30,9] 11,3[7,2-15,4]
gkg Linear Linear Linear

Clso, 20 10 = COncentragao de inibicdo de 50 %, 20 % e 10 % da variavel avaliada; IC - intervalos de confianca.
Fonte: Producéo da autora, 2020.
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5.3.1.2 Colonizagéo por arbdsculos

A colonizacdo por arbusculos seguiu a tendéncia da colonizacao total e apresentou
maiores valores tratamentos controles dos experimentos 1 e 3. Para esses experimentos, 0S
percentuais médios de colonizagdo por arblisculos no controle foram de 49 e 22 %,
respectivamente e a CENO foi estimada como sendo < 12 mg kg™ para o experimento 1 e em
12 mg kg™ para o experimento 2. Experimentos 2 e 4 tiveram em média 18 e 8 % de colonizagio
no tratamento controle e a CENO foi estimada em 12 mg kg™ e 18 mg kg2, respectivamente. O
percentual de colonizagdo por arbUsculos dos 4 experimentos e a representacao dos resultados

dos Testes de Dunnett (p < 0,05) sdo apresentados na Figura 36.

Figura 36 - Percentual de colonizacdo por arbusculos nas raizes dos experimentos conduzidos
in vivo, contaminados com Clorotalonil. Experimento 1 — G. albida + soja; Experimento 2 — G.
albida + braquiéria; Experimento 3 — R. clarus + soja; Experimento 4 —R. clarus + braquiaria.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 6 repeticdes. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

O experimento 1 apresentou os maiores valores para as trés Cls calculadas. Os
experimentos 2, 3 e 4, apresentaram valores de Cl numericamente semelhantes. Esses valores,

juntamente com a CENO sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Valores de concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e de concentracdo de
inibicdo (Clso, Cl2o e Clio) para a variavel de % de colonizag&o por arbusculo dos experimentos
conduzidos in vivo, contaminados com Clorotalonil.

. Cls50 [1C95%)] Cl120 [1C95%] Cl10 [1C95%)]
E t CENO . O U
Xperimento Modelo estatistico Modelo estatistico Modelo estatistico
) ) 31,9[1,6 - 62,3] 16,0 [0,8-31,2]
1 1
1 <12 mg kg > 72 mg kg Linear Linear
5 12 ma kgt 17,8 [11,4 - 24,2] 11,9[8,1- 15,6] 6,3[4,6 - 8,1]
gkg Linear Hormseis Linear
} 20,9 [13,1 - 28,8] 10,6 [3,4 - 17,8] 7,1[0,6 - 13,6]
1
3 12mg kg Logistico Logistico Logistico
4 18 ma ka-t 23,8 [16,4 - 31,2] 9,52 [6,54 - 12,5] 4,8[3,3-6,3]
9Kg Linear Linear Linear

Clso, 20 10 = concentracao de inibicdo de 50 %, 20 % e 10 % da variavel avaliada; I1C - intervalos de confianca.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

5.3.2 Numero de esporos no substrato

Diferentemente das variaveis descritas acima, o nimero de esporos no substrato ndo
seguiu a tendéncia de maior nimero no controle de determinada espécie de hospedeiro. Para
essa variavel o maior numero médio de esporos foi encontrado no experimento 4, com 9
esporos, seguido do experimento 1 com 5 esporos, experimento 2 com 4 esporos e experimento
3 com uma média de dois esporos. As CENO foram estimadas em < 12 mg kg™ para os
experimentos 1 e 4, 18 mg kg™ para o experimento 2 e > 72 mg kg para o experimento 3. A
Figura 37 apresenta os graficos referentes ao nimero de esporos no solo dos 4 experimentos,
juntamente com representacdo dos resultados dos Testes de Dunnett (p < 0,05).

Houve diferencas do efeito do Clorotalonil sobre o nimero de esporos entre 0s
experimentos. N&o foi possivel calcular nenhuma CI para o experimento 3 (Clso, 20¢ 10 > 72 mg
kg™t). Os valores calculados de Cls para o experimento 2 foram intermediarios e os calculados
para os experimentos 1 e 4, foram aquelas com menos valor numérico. Os valores sdo

apresentados na Tabela 8.
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Figura 37 - NUmero de esporos no substrato dos experimentos conduzidos in vivo,
contaminados com Clorotalonil. Experimento 1 — G. albida + soja; Experimento 2 — G. albida
+ braquiaria; Experimento 3 — R. clarus + soja; Experimento 4 — R. clarus + braquiéria.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo medias de 6 repeticBes. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

Tabela 8 - Valores de concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e de concentracdo de
inibicdo (Clso, Cl2o € Clio) para a varidvel n° de esporos no substrato para 0s experimentos
conduzidos in vivo, contaminados com Clorotalonil.

. Clso [ICg5%] Cl20 [I1Co5%)] Cl10 [1C95%)]
Experimento CENO ; i oo
P Modelo estatistico Modelo estatistico Modelo estatistico
1 <12 ma ka-: 7,4[2,1-12,6] 3,1[1,0-5,1] 2,0[0,4 - 3,6]
9kg Exponencial Exponencial Exponencial
. 16,2 12,3 - 20,1] 11,8[7,1-16,5] 9,9 [4,8-15,0]
1
2 18 mg kg Logistico Logistico Logistico
3 > 72 mg kg* > 72 mg kg > 72 mg kg* > 72 mg kg*
4 <12 ma ka-X 10,1[7,0 - 13,1] 3,7[2,5-4,8] 2,0[0,81-3,3]
9xg Exponencial Exponencial Exponencial

Clso, 20 e 10 = cOncentracdo de inibicdo de 50 %, 20 % e 10 % da variavel avaliada; IC - intervalos de confianca.
Fonte: Producéo da autora, 2020.
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5.3.3 Comprimento micelial extrarradicular total no substrato

Para a variavel CMET, os valores médios de comprimento de hifas no tratamento controle
foram de 287, 198, 230 e 244 cm g* de substrato seco nos experimentos 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. Em todos os experimentos o efeito do Clorotalonil se deu ja sobre a menor
concentragéo testada (12 mg kg™) e, a CENO foi estimada em < 12 mg kg (Figura 38). O
experimento 1 teve os menores valores de Cl determinados para essa variavel (Clso =24,8, Clxo
=6,2 e Clio = 2,1 mg kg™). Para os demais experimentos os valores determinados apresentam

semelhanca numérica e estao apresentados na Tabela 9.

Figura 38 - Comprimento micelial extrarradicular total (cm g de substrato) no substrato dos
experimentos conduzidos in vivo, contaminados com Clorotalonil. Experimento 1 — G. albida
+ soja; Experimento 2 — G. albida + braquiéria; Experimento 3 —R. clarus + soja; Experimento
4 —R. clarus + braquiéria.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 12 repeti¢des. Asteriscos indicam diferengas

estatisticamente significativas em relacdo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.
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Tabela 9 - Valores de concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e de concentracdo de
inibicdo (Clso, Cl2o e Clio) para a variavel de comprimento micelial extrarradicular total no
substrato dos experimentos conduzidos in vivo, contaminados com Clorotalonil.

erimenio ceno Cmllomd T cumiicmd T clolite]
I cmmig ME@EES eekiig  aiias
2 camig  ORI®I wnliiws s
s cami  SUSE®3 moliexs o
f cumg  SSB0®a awmiisg 0788

Clso, 20 10 = concentracdo de inibigdo de 50 %, 20 % e 10 % da variavel avaliada; I1C - intervalos de confianca.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

5.4 DISCUSSAO

Dentro as caracteristicas levantadas como desejaveis para um método ser utilizado em
etapas inferiores de um esquema de analise de risco, a metodologia descrita neste capitulo pode
ser considerada como adequada pois: (1) no que tange a possibilidade de padronizacéo e
uniformidade dos organismos utilizados, é possivel saber exatamente com que espécie (uma
vez que os organismos provém de ColecGes), com que geracdo e com quantos 0S organismos
estd se realizando o trabalho; (2) os esporos de FMA séo facilmente manipulaveis; muito
embora o processo de multiplicacdo de FMA possa ser considerado lento em relacdo a outros
organismos, uma vez multiplicados, ndo sdo necessarios cuidados rigorosos com a manutencéo
dos organismos que, se estocados em ambiente adequado mantém-se viaveis por periodos
prolongados (Capitulo 1, itens 2.3.3 e 2.4.3) sem a necessidade de manutencdo periddica das
culturas; (3) o método permite a avaliacdo da magnitude do efeito de forma indireta (variaveis
da simbiose avaliadas) sobre o organismo; (4) 0s organismos, em maior ou menor escala,
demonstraram ser sensiveis a presenca do agrotoxico no solo e (5), a magnitude desses efeitos
foi possivel de determinacdo, estimando-se as concentracGes que causem efeitos (CIX) nas
variaveis avaliadas, a partir de métodos e modelos estatisticos ja desenvolvidos e empregados
comumente no ambito da ecotoxicologia terrestre para outros organismos do solo.

No que diz respeito aos efeitos do agrotoxico, sobre as variaveis da simbiose avaliados
nos 4 experimentos realizados, obteve-se resultados que variaram numericamente dependo da
combinacao entre as espécies de simbionte e hospedeiro. Sobre esse ponto, € preciso considerar
gue as espécies de FMA interagem e reagem fisiologicamente de forma distinta, dependendo
do seu hospedeiro e que as particulares de cada relagdo, pode ser fator determinante para que

se encontrem efeitos positivos ou negativos das substancias testadas sobre parametros da
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simbiose micorrizica (HAGE-AHMED, ROSNER & STEINKELLN, 2019). A variacdo entre
as concentracdes calculadas para o CMET, por ser utilizada como exemplo, do que foi exposto
acima. O experimento 1, que tinha G. albida como espécie simbionte, apresentou Cls (Clso =
24,8 mg kg*; Clio = 2,1 mg kg?) consideravelmente inferiores aos experimentos 2, 3 e 4 (Clso
=69,3; 55,1; 53,5 mg kgt e Clip = 13,9; 11,0; 10,7 mg kg%, respectivamente), um dos quais (0
experimento 2), inclusive, tinha a mesma espécie como simbionte. Além de reforcar a existéncia
de particulares entre interacdo entre diferentes espécies simbionte/hospedeiro, os dados
apontam para a existéncia da importancia de ndo se utilizar dentro de um grupo-chave, apenas
os efeitos sobre uma espécie, como representagdo do efeito sobre todo o grupo (EFSA,2017).
E evidente nos dados apresentados, principalmente quando se consideram os resultados
para os Teste de Dunnett, que houve efeitos a aplicacdo de doses crescentes de Clorotalonil em
todos o0s experimentos para as variaveis avaliados (exceto n° de esporos, no experimento 3).
Outros autores encontraram efeitos do Clorotalonil sobre aspectos da simbiose
micorrizica. Um estudo avaliou o efeito de Clorotalonil, em experimento de vasos e o seu efeito
na inibicdo da simbiose micorrizica e o crescimento de plantas de Leucaena leucocephala em
solo natural inoculado e ndo inoculado com Glomus aggregatum. Os autores observaram que
0 percentual de colonizacdo diminuiu de 80 % no tratamento controle inoculado e 30 % no
tratamento controle ndo inoculado para 15 % e 10 %, respectivamente, na concentracéo de 150
ug g (equivalente a 150 mg kg'), causando reducdo de mais de 60 % da colonizagdo no
tratamento com inoculacdo (AZIZ, HABTE & YUEN, 1991). Hernandez-Dorrego & Pares
(2010) avaliaram o efeito de fungicidas sobre a simbiose micorrizica de duas espécies de
Glomus (Glomus intraradices [Schenck & Smith] e Glomus mosseae [(Nicol. & Gerd.)
Gerdemann & Trape]) inoculadas em plantas de cebola. O experimento em vasos teve a
aplicacéo foliar de Clorotalonil a cada 7 dias na concentragdo de 2 g L™ (de um produto
comercial com 75 % de Clorotalonil, em uma concentracio equivalente a 140 mg i.a. kg) e os
efeitos causaram até 50,2 % de inibicdo da colonizacdo das plantas de cebola. Os efeitos do
Clorotalonil encontrados a partir dos experimentos in vivo descritos nesse capitulo (exceto para
0 experimento 1, onde a Clsgp ndo pode ser calculada) se deram em doses inferiores as
encontradas pelos autores citados acima. 50 % da colonizacao foi inibida nas concentracdes de
69,68 mg kg* (experimento 2), 56,5 mg kg (experimento 4) e de 17,5 mg kg™ (experimento
3). Nenhuma comparacéo direta € possivel, uma vez que 0s experimentos citados e 0s in vivo,
foram conduzidos de forma distinta e esses Ultimos em solo artificial, mas reforcam a eficiéncia

do método como modo de obtengdo desse tipo de informagoes.
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O Clorotalonil é um fungicida de contato, com agdo multi-sitio (BRASIL, 2017; EPA,
2020),), com indicacao de atuacéo nas moléculas de tiol, afetando a respiracdo fangica via e é
considerado de baixo risco (EPA, 2020). No entanto, no que se refere a existéncia de risco de
desse agrotdxico para os FMAS e sua simbiose, ndo ha qualquer regulamentacdo que prevé um
fator se seguranca adequado, que indique a necessidade ou ndo de se dar andamento a uma
ARE. A normativa da Unido Europeia (EFSA, 2015) considera atualmente para organismos da
fauna do solo, em ensaios lower tier, que existe risco de determinada substancia quando a
relacdo entre a toxicidade medida para o organismo (a EFSA adota o valor de Clyo) e a presenca
dessa substancia no solo (PECiniciai, aqui calculada em 2) for < 5. Entretanto, ndo se pode usar,
deliberadamente esse mesmo fator para todos os grupos de organismos do solo, sem estudos
prévios e robustez de dados que comportem essa abordagem.

Algumas inferéncias, no entanto, podem ser feitas. O valore de Clioda variavel % de
colonizagéo total do experimento 1 (Clio = 1,4 mg kg*) é menor do que a PECinicial calculada
para o Clorotalonil (igual a 2 para o produto comercial Bravonil 500%), indicando que esse
produto causara risco para o estabelecimento da colonizacdo radicular de plantas de soja, por
esporos de G. albida. Os valores de Clio da varidvel nimero de esporos para o experimento 1
(Clio=2,0mg kg™) e 2 (Clio = 2,0 mg kg}) e para a variavel CMET do experimento 1 (Clio =
2,1 mg kg!) sdo muito préximos do valor da PECinicia € indicam que provavelmente, o
Clorotalonil oferece risco também para essas variaveis e que a execucdo de ensaios mais

complexos (higher tiers) deveria ser considerada.

5.5 CONCLUSAO

As variaveis propostas para avaliacdo (percentual de colonizacdo total, percentual de
colonizacdo por arbdsculos, nimero de esporos no substrato e comprimento micelial
extrarradicular total) apresentam sensibilidade a presenca do agrotdxico no substrato e sdo
possiveis de uso como indicadores do efeito de substdncias em testes ecotoxicoldgicos; a
metodologia in vivo descrita € eficiente na obtencdo de resultados para as variaveis propostas,
é replicavel e passivel de padronizagdo, podendo assim, ser utilizada como método em baterias

de testes em etapas inferiores do esquema de anélise de risco de agrotoxicos no solo.
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APENDICE D

O substrato utilizado em todos os sistemas experimentais prévio foi o Solo Artificial
Tropical — SAT (75 % areia fina, 20 % caulim, 5 % fibra de coco triturada e pH ajustado para

6,0 £ 0,5), com umidade ajustada para 50 % sua capacidade de retencdo de dgua (CRA).

Experimento in vivo 1

A metodologia foi pensada de forma semelhante a ja existente para a fase pré-simbiotica, com
0s esporos dispostos em membranas de nitrocelulose, no nimero de 30 esporos por membrana.
Montaram-se 6 repeti¢Oes utilizando-se esporos de Gigaspora albida e 6 repeticbes com esporos de
Rhizophagus clarus. A semente do hospedeiro era adicionada na fracdo superior da membrana; esporos
e sementes eram recobertos por outra membrana, formando o que se denominou de “sanduiche de
esporos e semente” (Figura 39A). O sanduiche era entdo, transferido para placas de Petri de plastico,
entre duas camadas do substrato testado (aproximadamente 100 g de substrato foram inseridos em cada
UE).

Numa primeira tentativa, utilizou-se como hospedeiro a soja (Glycine max, Nidera 5909),
colocando-se uma semente por sanduiche. Para permitir o desenvolvimento do hospedeiro, as placas de
Petri utilizadas foram adaptadas, realizando-se um ‘corte’ de aproximadamente 6 cm na borda, tanto na
tampa, quanto na base da placa (por isso o uso de placas de plastico). Cada placa de Petri contendo o
substrato e o sanduiche de esporos e semente constituiu uma unidade experimental (UE) (Figura 39B).
Toda a porcéo inferior das placas foram seladas com filme de plastico (para evitar que o substrato
perdesse muita umidade e que a placa se abrisse, desmontando o sistema) e elas foram posicionadas na
vertical, com a abertura na posicao superior (permitindo o desenvolvimento da plantula) em suportes de
isopor. Foram incubadas camaras de germinacdo com presenca de fotoperiodo (12 h luz/12 h escuro) e
correcdo da umidade realizada diariamente.

Ap0s o periodo de incubagdo (foram testados 14, 21 e 28 dias) as UEs foram desmontadas, as
plantulas retiradas das placas e as raizes separadas do substrato e lavadas para posterior avaliagdo. A
coloracdo e posterior avaliacdo da colonizagdo radicular seria a Unica variavel avaliada. Em uma
variagdo desse experimento prévio, montou-se posteriormente, UES com sementes de braquiaria
(Braquiaria brizantha — 5 sementes por UE) como hospedeiro. Entraves do método com ambas espécies
de hospedeiro: o tipo de iluminacdo da cadmara de germinacdo utilizado pode nédo ter sido o mais
adequado ao objetivos dos ensaios e provocou o estiolamento da planta; o ajuste de umidade através de
adicdo de agua destilada diretamente sobre o substrato acabou por provocar um deslocamento e posterior
compactacao do substrato na parte inferior na placa de Petri, prejudicando o desenvolvimento das raizes;

apos a coloracdo da raizes ndo observou-se a presenca de nenhuma estrutura de colonizag¢do micorrizica.
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Figura 39 - Esquema de montagem das unidades experimentais para o experimento prévio 1.
(A) Montagem do sanduiche de esporos e semente; (B) Suporte e disposicdo das unidades
experimentais.

1 — Sanduiche de esporos e semente;
2 — Camadas do substrato;

3 — Unidade experimental completa
(placa de Petri na vertical + substrato
+ sanduiche de esporos e membrana
+ semente;

3 4 — Base de isopor, para suporte das
unidades experimentais.

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Experimento in vivo 2

Montou-se uma varia¢do experimento in vivo 1, com montagem e avaliacdo aos 21 e
aos 28 dias nos mesmos moldes citados anteriormente. Para este, a incubacdo em camara de
crescimento foi substituida para incubacdo em uma sala com condi¢Bes controladas de
temperatura (25 °C) e luminosidade (obtida através de lampadas com vapor metalico que
simulam comprimentos de onda para plantas C3 e C4). As respostas foram as mesmas obtidas

para o experimento anterior, ndo sendo observada nenhuma colonizacéo radicular.

Experimento in vivo 3

Tentando evitar 0os impasses anteriores e imaginando que um dos causadores no
insucesso pudesse ser o tipo de recipiente utilizado para os ensaios, substituiram-se 0s ensaios
de placa de Petri por ensaios em recipientes maiores. Optou-se por frascos de vidros do tipo
snap-caps, com capacidade para 120 mL. O volume de 100 g de substrato foi mantido
(ocupando cerca de 40 % do volume do recipiente). Utilizaram-se esporos tanto de Gigaspora
albida como de Rhizophagus clarus (30 esporos por snap-cap) e, em adi¢do as sementes de soja
e braquidria, utilizaram-se sementes de sorgo (Sorghum bicolor) tipo sacarino e cebola (Allium
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cepa) cultivar bola precoce. O fotoperiodo adotado foi de 12 h/12 h (luz/escuro), a temperatura
externa de 25 °C e a umidade ajustada a cada dois dias.

Entraves do método: obteve-se uma germinacdo muito baixa (< 20 %) tanto do sorgo,
quanto da cebola, inviabilizando qualquer tipo de avaliagdo. Em adicdo a isso, o substrato
passou a ser colonizado por outros grupos de fungos, que ndo os de interesse, mesmo quando a
quantidade de &gua para a manutengdo da umidade foi diminuida. Em funcéo da quantidade de
fungos indesejados as UEs foram desmontadas antes de 28 dias e nenhuma avaliacéo referente

a simbiose micorrizica foi possivel.

Experimento in vivo 4

Neste, manteve-se soja e braquiaria como plantas hospedeiras e optou-se por um
recipiente com volume maior e com abertura superior mais ampla que a dos snap-caps. As
novas unidades experimentais foram montadas em copos de isopor com capacidade para 150
mL. Utilizaram-se esporos tanto de Gigaspora albida como de Rhizophagus clarus (50 esporos
por UE). Foram adicionadas duas sementes para as UES com soja e 5 sementes para as UES
com braquiéria, num total de 24 UEs (6 UEs com de soja + G. albida; 6 UEs com braquiaria +
G. albida; 6 UEs com de soja + R. clarus; 6 UEs com braquiaria + R. clarus). Novamente a
umidade inicial do substrato foi de 50 % de sua CRA. O fotoperiodo adotado foi de 12 h/12 h
(luz/escuro) e a temperatura externa era de 25 °C. Diferentemente dos demais experimentos
prévios, neste, a umidade foi corrigida por capilaridade. Trés fios de barbante de algodao cru,
foram inseridos no substrato e a cada dois dias, os barbantes eram postos em um recipiente com
agua destilada (

Figura 40
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Figura 40 - Esquema de ajuste de umidade por capilaridade para o experimento in vivo 4.

4
|

1 — Barbantes de algoddo crd;
— v\ 2 — Recipiente com agua destilada;
/ \ 3 — Unidade experimental completa

\
Y

\

e

2

—

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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6 CAPITULO 5: O USO DE METODO DE SEMI-CAMPO PARA A AVALIACAO DO
EFEITO DO CLOROTALONIL SOBRE OS FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES

RESUMO

Os Terrestrial Model Ecosystems - TMEs sdo mesocosmos definidos como sistemas
controlados e reprodutiveis que buscam simular processos e interacbes dos componentes
edéaficos. A realizacdo de experimentos em TME permite o estudo de amostras indeformadas
de solo, aliando condi¢6es naturais do solo do campo e condi¢es controladas de umidade,
fotoperiodo e temperatura de um laboratdrio. Neste trabalho, avaliou-se em experimento de
TME, os efeitos do fungicida Clorotalonil (Bravonil 500® g L™) sobre caracteristicas
ecologicamente importantes da fase simbiotica de popula¢des nativas de fungos micorrizicos
arbusculares e verificou-se, a efetividade das varidveis da simbiose micorrizica selecionadas
nos métodos de avaliacdo das fase pré-simbiotica e simbidtica desta tese. O experimento foi
coletado em um Cambissolo, no municipio de Lages/SC em uma area sem historico de
aplicacdo de agrotoxicos. As amostras foram retiradas do campo com o auxilio de uma
retroescavadeira e transferidas para uma sala climatizada, dispostas em carrinhos, com
temperatura interior de 12 °C e exterior de 25 °C, simulando um gradiente real de temperatura
do solo. As amostras passaram por um periodo de aclimatacdo, calagem e subsequente plantio
de sementes de soja (Coodetec CD 214) inoculadas (Masterfix® Soja). Foram realizadas 2
aplicacdes do agrotoxico nas concentragdes de 0, 375, 750, 1500, 3000, 7500 e 15000 g hat e
cada tratamento contou com 10 repeticGes. Os resultados indicaram a auséncia de efeitos do
fungicida para as variaveis relacionadas a colonizacao das raizes de soja (colonizacao total, por
arbusculos esporos e vesiculas). JA& o nimero de esporos e o comprimento de micélio
extrarradicular total do solo foram afetados pelas aplicacdes de Clorotalonil em doses menores
do que a de recomendagao para a cultura (1500 g ha* do ingrediente ativo).

Palavras-chave: Colonizagdo radicular. Comprimento de hifas do solo. Esporulagéo.
Populacdes de FMAs nativas. Terrestrial Model Ecosystems
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6 CHAPTER 5: THE SEMI-FIELD METHOD USED FOR THE CHLOROTHALONIL
EFFECT EVALUATION OF ON ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI

ABSTRACT

The Terrestrial Model Ecosystems — TMEs are mesocosms defined as controlled and
reproducible systems that seek to simulate processes and interactions of the edaphic
components. The performance TME experiments allows the study of undisturbed soil samples,
combining natural field soil conditions and laboratorial controlled conditions of humidity,
photoperiod and temperature. In this study, it was evaluated in a TME experiment, the effects
of fungicide Chlorothalonil (Bravonil 500® g L™) on important characteristics of the symbiotic
phase of native arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) populations and it was verified, the
effectiveness of the mycorrhizal symbiosis variables selected for the established protocols of
the pre-symbiotic and symbiotic phase of this thesis. The experiment was collected in a
Cambisol with no history of pesticide application, in the municipality of Lages/SC. The samples
were removed from the field with the aid of a backhoe and transferred to an air-conditioned
room, arranged in carts, with an indoor temperature of 12 °C and an external temperature of 25
°C, simulating a real gradient of soil temperature, went through a period of acclimatization,
liming and subsequent planting of soybean seeds (Coodetec CD 214) inoculated (Masterfix®
Soybean). Two applications of pesticide were performed with the 0, 375, 750, 1500, 3000,
7500, e 15000 g ha* concentrations in 10 repetitions of each treatment. The results indicated
no effects of fungicide on variables related to the colonization of soybean roots (total
colonization, arbuscular colonization, spores and vesicles colonization). The number of spores
and total extraradical hyphal length were affected by applications of Chlorothalonil in lower
concentrations than that recommended for the culture (1500 g ha of the active ingredient).

Palavras-chave: Root colonization. Extraradical hyphal length. Sporulation. Native AMF
populations. Terrestrial Model Ecosystems.
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6.1 INTRODUCAO

A presenca de contaminantes no solo pode afetar, direta ou indiretamente, 0s
organismos expostos, alterando interacbes especificas entre componentes edaficos e
organismos expostos, em uma proporcao que ndo consegue ser medida através de testes com
espécies isoladamente (KUPERMAN et al., 2009). Os métodos de semi-campo sdo uma
ferramenta que permite ampliar a compreensdo dos mecanismos pelos quais a contaminacgéo
pode afetar a estrutura e a funcdo dos elementos do ecossistema solo, ampliando a relevancia
ecoldgica dos dados de toxicidade para avaliacéo de riscos em locais contaminados (WENTSEL
et al., 2003; KUPERMAN et al., 2009).

Os métodos de semi-campo podem ser classificados em: (1) Sistemas montados
artificialmente, que podem ser conduzidos sob condi¢des ambientais controladas em laboratério
ou no campo e que geralmente envolve espécies ndo nativas; (2) Modelos de ecossistemas
terrestres, que envolvem amostras indeformadas de solo e comunidades nativas e podem ser
conduzidos sob condi¢Ges ambientais controladas de laboratorio ou condi¢fes de campo e (3)
Sistemas de campo, realizados com solo ndo perturbado, delimitando-se cercos no campo que
avaliam comunidades nativas ou comunidades nativas e espécies introduzidas
concomitantemente (MORGAN; KNACKER, 1994; SCHAFFER et al., 2011).

Dentre os métodos de semi-campo, os modelos de ecossistemas terrestres (Terrestrial
Model Ecosystem — TME) sdo possiveis de uso na avaliacdo da composicdo das comunidades
naturais, dinamica populacional, efeitos diretos ou indiretos e interaces entre espécies em um
modelo de exposi¢do que simula condigBes reais de campo (SCHAFFER et al., 2011; EFSA ,
2017). Os TMEs sdao um método com nivel de complexidade alta (higher tier) e tido como
aceitavel para a avaliacdo do risco ecoldgico de agrotoxicos no solo (KNACKER et al., 2004;
SCHAFFER et al., 2009; EFSA , 2017).

Os TMEs “in door” s3ao mesocosmos definidos como sistemas controlados e
reprodutiveis que permitem simular processos e interacfes entre organismos e demais
componentes edéaficos, gerando informacdes mais completas e realisticas do que as observadas
nos testes ecotoxicoldgicos padrdes de laboratorio, pois utilizam amostras de um ecossistema
natural (KNACKER et al., 2004; ANDREA, 2010; VAN GESTEL, 2012), aliando, portanto,
vantagens de experimentos de laboratorio e de campo.

Estudos em TMEs permitem avaliar comunidades microbianas do solo, como no
trabalho publicado por Souza et al. (2004) que avaliaram o efeito do carbendazim sobre

processos enzimaticos, moleculares e da respiracdo induzida da microbiota e os de Maccari



156

(2018) e Segat et al. (2019) que avaliaram as respostas do carbono da biomassa microbiana e
respiracdo basal do solo sob aplicacéo de residuos de cama de aves e a dejeto liquido de suinos,
respectivamente. Para os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que compdem a microbiota
do solo e s&o um grupo-chave no sistema solo-planta trabalhos conduzidos em TMEs avaliaram
a resisténcia e resiliéncia desse grupo de fungos a mudancas climéticas e de manejo do solo
(BRORING, 2017) e também o efeito da aplicacio de fungicidas sobre variaveis da simbiose
micorrizica estabelecida entre FMAs e plantas de cebola em diferentes tipos de manejo do solo
(LOVATEL, 2017).

Efeitos do Clorotalonil em TMEs foram avaliados para a fauna do solo e seus efeitos
sob &caros Oribatideos, que possuem uma relacdo trofica importante com fungos, foram
demonstrados por Carniel (2019), assim como uma expressiva reducdo na atividade alimentar
avaliada pelo uso de bait-laminas. Outro experimento em TME , avaliou o efeito de Clorotalonil
em raizes de plantas de cebola (LOVATEL, 2017) e os resultados ndo apontaram efeito do
fungicida para a colonizacéo radicular em aplicacOes de 825 g de ingrediente ativo por hectare.

Em ecossistemas naturais, 0 impacto da simbiose micorrizica no solo varia de acordo
com caracteristicas genéticas e fenotipicas inerentes aos organismos e com as caracteristicas do
hospedeiro, mas também se relacionam com o conjunto de fatores bidticos e abidticos do solo
uma vez que os FMAs estdo distribuidos pelo perfil do solo (LENOIR; FONTAINE;
SAHRAOUI, 2016). A presenga de potenciais contaminantes no solo pode atingir eventos
importantes do ciclo de vida dos FMAs, afetando sua permanéncia nesses ambientes e
promovendo alteracGes nessas comunidades naturais e provocando efeitos em escalas maiores
dentro dos ecossistemas (LENOIR; FONTAINE; SAHRAOUI, 2016; HAGE-AHMED;
ROSNER; STEINKELLN, 2019).

Resultados prévios descritos nesta tese indicaram o efeito de fungicidas sobre a fase pré-
simbiotica e simbidtica de duas espécies de FMAs, em testes individuais de germinacao
(espécie + fungicida) e testes in vitro/ in vivo (espécie de FMA inoculada + raiz/planta
hospedeira + fungicida). Prop0s-se nesse capitulo, avaliar os efeitos do fungicida Clorotalonil
sobre carateristicas importantes da fase simbidtica de populagGes nativas de FMA em condicdes
de semi-campo, e verificar através desse experimento, se as variaveis da simbiose micorrizica
e os resultados obtidos nos métodos empregados para fase pre-simbiotica e simbiotica deste
trabalho se confirmam. Os experimentos foram realizados num experimento de mesocosmos

do tipo Terrestrial Model Ecosystems.
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6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 Coleta, conducéo e desmontagem do experimento
As amostras indeformadas de um Cambissolo foram coletadas no municipio de Lages —
SC, com cobertura vegetal de campo nativo e sem historico de uso de qualquer tipo de
agrotoxico na area. As caracteristicas quimicas e fisicas do Cambissolo em condicdo natural e

apos a calagem realizada, estdo descritas na Tabela 10.

Tabela 10 - Caracteristicas quimicas e fisicas do Cambissolo utilizado no experimento de TME.

Caracteristicas Condicao natural Pos-calagem
MOS (g kg 1) 2,4 2,9
pH (H.0) 4,7 6,2
indice SMP 4,4 6
Ca (cmolc dm3) 2,16 6,08
Mg (cmolc dm3) 0,37 3,15
Al (cmolc dm3) 2,97 0
Al + H (cmolc dm) 27,40 1,40
P (mg dm) 35,6 3,5
S (mg dm3) 0 0
Na (mg dm?) 1 1
K (mg dm) 43 166
Cu (mg dm3) 0 0,2
Zn (mg dm®) 0 1,1
B (mg dm?) 0 0
Fe (mg dm3) 0 29
Mn (mg dm-S) 0 1,2
CTC pH 7 (cmolc dm) 30,04 11,05
CTC efetiva 5,61 9,65
V (%) 8,79 87,37
m (%) 52,94 0
% C.O 1,39 1,68
Areia (g kg™ 467,7
Silte (g kg™?) 2423
Argila (g kg) 290

MOS: Matéria organica do solo; CTC: capacidade de troca catidnica; V: saturacdo por bases; m: saturacdo por
aluminio; C.O: Carbono organico Semi total. Analises quimicas realizadas pelo Laboratério de Anéalise de Solos -
LAS/ UDESC Lages.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

A campo foram coletados 80 TMEs, com auxilio de um amostrador de aco e de
retroescavadeira. Cada TME consiste em uma amostra de solo indeformada contida em tubos

de polietileno de 40 cm altura x 17,5 cm de didmetro. No processo de coleta a retroescavadeira
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empurra o tubo de polietileno dentro de um amostrador de inox para o interior do solo e com o
auxilio de uma cinta 0 amostrador removido para a superficie. A Figura 41 exemplifica as etapas
da coleta do experimento de TME.

A coleta foi realizada em uma éarea de aproximadamente 20 m2, com distancia
aproximada de 40 cm entre amostras, potencialmente reduzindo variabilidade no experimento
devido a heterogeneidade do solo. Apds a coleta e retirada do amostrador de aco, as amostras
foram transportadas e acondicionadas em uma sala climatizada (25 + 2 °C) com controle de
fotoperiodo (10 h luz/14 h escuro) e sistema de iluminacdo para plantas C3 e C4. As amostras
foram dispostas em carrinhos com capacidade para 12 tubos cada (n = 72), com sistema de
refrigeracéo interna (12 °C), simulando condigdes realisticas da temperatura no interior do solo.
Os oito TMEs restantes foram utilizados para analise quimica do solo, determinacdo da

capacidade de retencao de agua (CRA) e umidade.

Figura 41 — Coleta de TMEs a campo: area da coleta (A); tubo coletor de aco sendo empurrado
para o interior do solo pela retroescavadeira (B); remo¢do do TME de dentro do coletor de aco
(C); distancia entre os pontos de coleta das amostras indeformadas de solo (D).

i

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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A partir dos dados de CRA e umidade, estabeleceu-se um regime de precipitacdo de
6,25 mm a cada 48 h (correspondente a 150 mL/TME) utilizando-se solucéo de chuva artificial
(VELTHORST, 1993) mantendo o solo entre 50 e 60 % de sua CRA.

Uma vez alocadas nos carrinhos, as amostras passaram por um periodo de adaptacéo de
duas semanas. Esse tempo também foi necessario para a realizagdo das analises quimicas que
indicaram acidez do solo (pH = 4,4) e deficiéncia de potassio (K). Dessa forma, conforme
recomendado para a cultura da soja (SBCS, 2016) foram efetuadas adubacdes de correcdo em
superficie elevando o pH para 5,5 e ajustando o teor de K. A cobertura vegetal de campo nativo
foi removida parcialmente antes da correcdo da fertilidade do solo, que nao foi revolvido. Apos
a calagem a palhada obtida foi devolvida ao respectivo TME. A Figura 42 ilustra as

intervencdes realizadas no experimento ao longo da sua conducdo, da coleta até o desmonte.
Figura 42 - Linha temporal de intervenges realizadas no experimento de TMEs ao longo da
sua conducao.

Reacdo
Adaptagéo calagem Acompanhamento da cultura Floracao Formagdo vagem
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Ap6s um periodo de duas semanas deixado para que as reacOes entre calcario e 0 solo
ocorressem a cobertura vegetal foi cuidadosamente retirada e 4 sementes de soja (Coodetec CD
214), inoculadas com bacteérias fixadora de nitrogénio (Masterfix® Soja), foram semeadas por
TME. Depois da semeadura o fotoperiodo foi alterado para 14 h luz/10 h escuro. Sete dias apds
a germinagéo, apenas uma planta foi deixada em cada TME.

O experimento foi conduzido de forma a manter a umidade das amostras e temperatura
ambiente conforme descrito acima, até que as plantas atingissem o estadio adequado para

aplicacdo do agrotoxico. O agrotoxico utilizado foi o fungicida Bravonil® 500, cujo ingrediente
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ativo (i. a.) é a molécula de Clorotalonil (utilizado nos ensaios das fase pré-simbidtica e
simbidtica in vivo e in vivo) que possui em sua formulacdo comercial 500 g L de i.a. As
aplicacdes seguiram as recomendacdes agronémicas para a cultura da soja, considerando
tratamento para ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) e oidio (Microsphaera difusa) e
foram realizadas diretamente no solo, de forma a cobrir toda a superficie de solo do TME.
Foram realizadas duas aplicagdes com intervalo de 17 dias sendo a primeira quando 50 % + 1
dos TMEs estraram no estddio de floracdo (Figura 42). Os tratamentos utilizados no
experimento (e suas correspondéncias) sdo apresentados na (Tabela 11).

As concentragdes aplicadas consideraram ainda o volume total que chega ao solo ap6s
a taxa de interceptacdo das plantas de soja durante os momentos de aplicacdo. Para a floragéo,
de acordo com 0 BBCH code (EFSA 2015) a taxa de interceptacdo € de 25%; ou seja, 75% do
produto alcanca o solo. Cada tratamento contou com 10 repeticdes e a posicdo das replicatas,

dentro dos carrinhos, foi definida por sorteio (delineamento inteiramente casualizado).

Tabela 11 — Tratamentos utilizados no experimento de semi-campo e suas correspondéncias em
quantidade produto comercial, de ingrediente ativo (i. a.) e por kg de solo.
Quantidade de produto Quantidade de i.a por Quantidade de i.a por kg

Tratamento referéncia comercial por tratamento tratamento de solo
(L ha) (g ha™) (mg kg™
Controle 0 0 0
Y4 dose 0,75 375 0,005
Y dose 1,5 750 0,10
1x dose recomendada 3 1500 0,20
2x dose recomendada 6 3000 0,40
5x dose recomendada 15 7500 1
10x dose recomendada 30 15000 2

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Decorridas 24 h de cada umas das aplicacdes do fungicida, coletas de solo para analise
quimica foram realizadas (resultados ainda ndo disponiveis). Em cada TME onde houve
aplicacdo de fungicida, inseriu-se um tubo de eletroduto rigido (10 cm de comprimento e 2 cm
de diametro) que quando retirado trazia no seu interior a amostra de solo. As amostras de solo
retiradas dos eletrodutos foram divididas em camadas de0—1cm;1-25¢cm; 25-5cm; 55—
10 cm e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, para determinacdo das concentragdes analiticas
do produto aplicado. Os eletrodutos vazios tiveram uma de suas por¢Oes terminais fechadas
com estopa e foram reinseridos nos TMEs, preenchidos com areia lavada, objetivando cobrir

0s espacos gerados pela coleta de analise quimica. A Figura 43, exemplifica esse processo.
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A desmontagem do experimento foi realizada duas semanas ap6s a Ultima aplicagédo do
fungicida. No dia anterior & desmontagem a parte aérea da soja foi removida e o lixiviado

acumulado ao longo do experimento foi recolhido e descartado.

Figura 43 — Coleta e separacdo das analises quimicas por camada (A); eletrodutos reinseridos
nos TMEs (B) e preenchidos com areia lavada (C).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Os TMEs foram desmontados com a auxilio de um equipamento desenvolvido pelo
Laboratdrio de Ecologia do Solo (Figura 44A) em ordem crescente dos tratamentos para evitar
contaminagfes. O solo correspondente a profundidade de 10 — 40 cm foi descartado, sendo
avaliada a profundidade de 0 — 10 cm. Foram coletadas amostras para a avaliacdo de densidade
do solo (anéis volumétricos, n = 3) e as amostras (n = 10) foram entdo ainda divididas em 3
camadas: 0 —2,5; 2,5 -5; e 5- 10 cm ( Figura 44B e Figura 44C). Em cada camada as amostras

foram tamisadas a 2 mm, uma quantidade de solo (50 g) serviu para determinagdo quimica da
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presenca do agrotoxico e o restante foi armazenado em camara fria a 4 °C. As raizes da soja

foram separadas do solo, lavadas e armazenadas.

Figura 44 — Equipamento utilizado para desmontagem dos TMEs (A); Amostra indeformada de
solo (B) e separacéo profundidade 0 — 10 cm da amostra indeformada em camadas (C).

1F0nte: Elaborada pela autora, 2020.

6.2.2 Variaveis avaliadas e analise estatistica

Para o experimento de semi-campo foram utilizadas as mesmas variaveis da fase
simbiotica in vivo: percentual de colonizagdo radicular, nimero de esporos no solo e o
comprimento micelial extrarradicular total. As duas tltimas variaveis foram avaliadas para cada

uma das camadas estabelecidas (0 —-2,5¢cm, 2,5-5cme 5-10cm).
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6.2.2.1 Percentual de colonizag&o radicular

Ap0s separadas do substrato, as raizes foram lavadas de forma a remover todo o
substrato a elas aderido. As amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de Microbiologia
da UFSC Campus Curitibanos para coloracao e avaliagéo.

O processo de coloragdo seguiu conforme proposto por proposto por Koske & Gemma
(1989) com ajuste de tempo para cada etapa. Inicialmente as raizes foram imersas em solucéo
de KOH 10 % por 50 min em banho-maria a temperatura de 80 °C. Ap6s o KOH, as amostras
de raizes foram lavadas abundantemente em &gua corrente para remover qualquer residuo da
solucdo. Na sequéncia as raizes foram colocadas em solugdo de HCI 2 % e mantidas nessa
solucdo por 60 min. A solucdo de HCI foi removida e as amostras cobertas com uma solucao
de glicerol acidificado (500 ml Glicerina, 250 ml agua destilada e 250 ml de &cido latico)
contendo 0,05% de azul de tripan (0,5 g em 1 L de solugéo). Entre a remocdo do HCl e a imersao
em solucdo de azul de tripan as amostras ndo foram lavadas. Uma vez imersas na solugdo de
azul de tripan as raizes foram deixadas em banho-maria a 80 °C por 50 minutos. Na sequéncia
as amostras de raizes foram removidas da solucdo corante, lavadas superficialmente para a
remocdo do excesso de solugdo e acondicionadas em recipientes contendo agua destilada. As
raizes coradas foram mantidas em geladeira a 4 °C até a montagem das Iaminas.

As raizes coradas de cada amostra foram cortadas em segmentos de aproximadamente
1 cm e dispostas em laminas de microscopia. Como cada tratamento contou com 10 repeticdes,
apenas 1 lamina com 10 fragmentos foi montada por amostra. O percentual de colonizacdo total
seguiu o proposto por McGonile et al. (1990). As estruturas foram observadas em microscopio
com aumento de 400x, determinando sua presenca ou auséncia em 50 pontos observados. Foi
considerado como ponto colonizado do fragmento, aquele que apresentou a presenca de pelo
menos uma estrutura fungica (hifa, vesicula, arbdsculo ou esporo). O numero de pontos
observados foi definido em funcdo no ndmero de repeticdes por tratamentos em comparagao
prévia com a avaliacdo em 100 e 200 pontos por lamina. O percentual de colonizacéo total,
colonizagdo por hifas, vesiculas, arbisculos e esporos, considerando os valores de fragmentos

colonizados em relagdo aos ndo colonizados, foram calculados.

6.2.2.2 Numero de esporos e comprimento micelial extrarradicular total

Os métodos utilizados para essas duas variaveis foram exatamente 0S mesmos

empregados e descritos no Capitulo 4, para os experimentos da fase simbidtica in vivo (itens
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5.2.5.2 € 5.2.5.3), inclusive no que diz respeito a tamanho de amostra e numero de repeti¢cdes
de laboratério (especificamente para comprimento micelial extrarradicular total - CMET).

6.2.3 Analise estatistica

Para cada variavel foram verificados os pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade (Testes de Bartlett). Quando as premissas ndo foram atendidas, os dados de
percentual de colonizacdo foram transformados usando [(asen (x/E))/lSO*n], os dados de
nimero de esporos usando a transformacdo [(x + 0,5)%2] e os dados de CMET usando a
transformacéo [log(x)]. Em seguida cada variavel foi analisada através de ANOVA (One-way)
seguido de teste Dunnett (p < 0,05) para avaliar a existéncia de diferencas significativas entre
cada concentracdo testada e o controle, estimando a concentracdo de efeito ndo observado
(CENO). As variaveis nimero de esporos e CMET tiveram as médias de cada tratamento
submetidas, individualmente, a teste Tukey (p < 0,05), para verificagdo da existéncia de efeito
entre camadas.

Quando possivel, determinou-se valores de Clso (concentragdo originando 50 % de
inibicdo da variavel avaliada) os valores de Clzo e Clio (concentragédo originando 20 % e 10 %
de inibicdo da varidvel analisada, respectivamente), utilizando-se modelos de regressdo nao
linear de acordo com o Environment Canada (EC, 2005) e o software Statistica 10.0 (StatSoft
2011).

Para estimar a presenca a longo prazo do agrotdxico nesse solo, com base nas
informacdes do solo, produto e cultura da soja (Tabela 12) foi calculada a Concentracdo
Ambiental Prevista (originalmente Predicted Envirnmental Concentration - PEC) para o
periodo de um ano (PECyear) e de dez anos (PECaccumax) utilizando o software ESCAPE (KLEIN,
2015).

Como dados oficiais do tempo de dissipagdo (dissipation time) DTso para solos
brasileiros ndo foram encontrados em bancos de dados abertos, esses valores foram fornecidos
pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) por meio de um canal de comunicagéo
publica do governo on-line (https://esic.cgu.gov.br/sistema/site /index.aspx) no ano de 2019.

Os valores de DTsg para Clorotalonil fornecidos pelo IBAMA variam de 180 a 360 dias.
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Tabela 12 - Caracteristicas de cultura, produto aplicado e solo utilizadas para calculo das
PECyear € PECaccumax.

Caracteristicas de cultura, produto e solo utilizadas para calculo de PECyear € PECaccumax

Cultura Soja

Cddigo BBCH 40 — 89 (Floracao)
Interceptacdo pela cultura 25 %
Ingrediente ativo (i.a) Clorotalonil
Produto comercial utilizado (PC) Bravonil 500®
giaLldePC 500

Taxa de aplicacdo recomendada do PC (L ha') 3

Quantidade de i.a. aplicado na dose recomendada 1500

Namero de aplicacdes 2

Intervalo de aplicacio! 15 a 20 dias
Fracdo da concentracéo do produto aplicado que atinge o solo 0,75

DTso 180 dias

Solo Cambissolo
Capacidade de Retencio de Agua (%) 52,5

Carbono Organico (%) 1,54
Densidade (g cm?) 1
Temperatura de conducdo do experimento (°C) 25

1 No experimento utilizou-se intervalo de aplicacéo de 17 dias.
Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Percentual de colonizacéo radicular

Serdo apresentados na sequéncia, resultados para colonizacdo total, colonizacdo por
arbusculos, vesiculas e esporos. A colonizacdo por hifas foi também avaliada, mas, seus
resultados equivaleram-se ao do percentual de colonizagdo total e por isso, somente esse Ultimo
sera apresentado.

As variaveis colonizacdo total, colonizacao por arbusculos e vesiculas ndo apresentaram
diferencgas estatisticas significativas (p > 0,05) entre concentracdes e controle (CENO > 15000
g ha) e nenhuma concentragéo de inibigdo (Clx) pode ser calculada (Figura 45). No tratamento
controle (0 g ha), o percentual de colonizagéo radicular total foi 71 %, a colonizagio por
arbusculos foi 42 %, a colonizag&o por esporos foi 30 % no controle houve 19 % de colonizagéo
por vesiculas.

Em relacdo a presenca de esporos na raiz, houve efeito da aplicacdo do Clorotalonil
(CENO = 7500 g ha™) apenas para a maior concentracdo testada (15000 g ha) conforme

ilustrado na Figura 45.
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Figura 45 - Percentual de colonizacéo total, colonizagao por arbusculos, esporos e vesiculas das
raizes de soja, em experimento de semi-campo com aplicacao de Clorotalonil.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 10 repeticBes. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p <0,05). - desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

6.3.2 NUumero de esporos por camada

Dados relativos ao nimero de esporos no solo, indicaram através de teste Tukey que as
camadas dos tratamentos apresentam diferencas significativas entre si, exceto para as médias
das camadas do tratamento com aplicacéo de 7500 g ha* (Figura 46). O niimero de esporos no
solo na camada de 0 — 2,5 cm foi superior aos das outras camadas em cinco dos sete tratamentos
do experimento (0, 375, 750, 1500 e 15000 g ha™?).

O nimero médio de esporos nos tratamentos controles foi de 244 para a camada de 0 —
2,5, 172 para a camada de 2,5 — 5 cm e de 144 esporos para a camada de 5 — 10 cm. O teste
Dunnett indicou, para as camadas de 0 —2,5e 5 — 10 cm, efeito do Clorotalonil no tratamento
de 750 g ha'l e, para essas camadas a CENO foi estimada em 375 g ha* (Figura 47). A camada
de 2,5 — 5 teve efeito medido por Dunnett, no tratamento de 1500 g ha e CENO estimada em
750 g hal. Para esses dados, ndo foi possivel o calculo de nenhuma das Cls pretendidas, uma
vez que nenhum dos modelos convencionalmente utilizados se adequou ao comportamento da
resposta dessa variavel.
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Figura 46 — Numero de esporos entre as camadas 0 — 2,5 cm, 2,5 -5 cm e de 5 -10 cm dos
tratamentos com aplicacdo de concentracBes crescentes de Clorotalonil, em experimento de
semi-campo.
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Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si e indicam diferenca entre as
camadas avaliadas dentro do mesmao tratamento (concentracéo de Clorotalonil aplicada), através de Teste Tukey
(p < 0,05); ns - médias nédo diferem estatisticamente entre si.

Fonte: Producéo da autora, 2020.

Figura 47 — NUmero de esporos por tratamento, em 50 g de solo das camadas 0 - 2,5,2,5-5¢€
5 — 10 cm do experimento de semi-campo com aplicacdo de concentracfes crescentes de
Clorotalonil.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 10 repeticdes. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relacéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.
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6.3.3 Comprimento micelial extrarradicular total (CMET)

Os valores médios para a variavel CMET entre as camadas de cada um dos tratamentos
adotados no experimento, indicaram através de teste Tukey que elas apresentam diferencas
estatisticas significativas entre si. Para todos os tratamentos, a camada 0 — 2,5 cm apresentou
maior quantidade média de miceélio extrarradicular em relacéo as demais e a camada de 5 — 10

cm apresentou as menores médias (Figura 48).

Figura 48 - Comprimento micelial extrarradicular total do solo (cm de hifas por g de solo) entre
as camadas 0 — 2,5 cm, 25 — 5 cm e de 5 — 10 cm dos tratamentos com aplicacdo de
concentracgdes crescentes de Clorotalonil, em experimento de semi-campo.
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Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si e indicam diferenga entre as
camadas avaliadas dentro do mesmo tratamento (concentracdo de Clorotalonil aplicada), através de Teste Tukey
(p <0,05).

Fonte: Producéo da autora, 2020.

O CMET médio dos tratamentos controles foi de 433 cm de hifas por g de solo para a
camada de 0 — 2,5 cm, 375 cm na camada de 2,5 -5 c¢cm e 303 cm para a camada de 5 — 10 cm.
Para cada camada, as médias entre os tratamentos e o controle indicaram efeito do fungicida ja
a partir da primeira concentragdo testada (375 g ha) (Figura 49). Os dados de CMET para cada
camada mostram, depois da queda inicial observada na primeira concentragdo, um incremento
do comprimento de micélio na concentracdo de 1500 g ha™, concentragio equivalente a dose
recomendada do Clorotalonil para a cultura da soja. O incremento ndo foi substancial a ponto

de suprimir o efeito do fungicida (em relagdo ao tratamento controle) mas conferiu aos dados
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um comportamento ndo representado nos modelos de regressdes propostos para dados de
toxicidade (EC, 2005), tornando invidvel o célculo das Cls pretendidas. Foi possivel determinar

a dose CENO que, para as todas as camadas € < 375 g ha™.

Figura 49 - Comprimento micelial extrarradicular total (cm de hifas por g de solo) por
tratamento, das camadas 0 — 2,5, 2,5 -5 e 5 — 10 cm do experimento de semi-campo com
aplicacdo de concentragdes crescentes de Clorotalonil.
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Os dados (mostrados ndo transformados) sdo médias de 20 repeticBes. Asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controle pelo Teste de Dunnett (p<0,05). T — desvio padréo.
Fonte: Producéo da autora, 2020.

6.3.4 Predicted Envirnmental Concentration

Valores para PECyear € PECaccumax €Stimados a partir dos dados presentes na Tabela 12,
apontam para 4,3241 mg kg™ e 4,9202 mg kg2, respectivamente. Considerando a densidade do
solo e extrapolada para a area de aplicacdo de 1 ha, temos PECyear = 4324,1 g ha € PECaccumax
=4920,2 g ha.

6.4 DISCUSSAO

As varidveis referentes a colonizag&o radicular e suas varia¢@es (% de colonizacéo total,

% de colonizagdo por arbusculos e por vesiculas) ndo foram afetadas pelas aplicacdes de
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Clorotalonil. Para colonizagao por esporos, efeitos sdo observados apenas na concentragdo mais
alta testada - equivalente a 10 vezes a recomendagéo para a cultura.

Observando-se os valores estimados para PECyesr (4324,1 g hal) ou mesmo para
PECaccumax (4920,2 g ha') percebe-se que as concentragGes preditas do agrotoxico no ambiente
sdo pelo menos 3x menores do que as concentra¢Bes de efeito nas varidveis colonizacdo total,
arbuscular e por vesiculas (CENO > 15000 g ha*) e 1,5x menor do a concentragdo de efeito aos
esporos na raiz (CENO = 7500 g ha't). Estes dados indicam a auséncia de risco do produto nas
condicdes de aplicacdo deste experimento mensurando estas variaveis resposta.

A auséncia de efeito do fungicida sobre essas varidveis pode estar relacionada ao fato
da colonizacdo radicular acontecer concomitantemente ao desenvolvimento da planta, sendo
possivelmente estabelecida a partir da germinagdo das sementes (GANGE; BROWN, 2003;
CAMERON et al., 2017; ROCHA et al., 2019) e da aplicacao do produto ser realizada quando
planta j& estava em estadios avancados do seu desenvolvimento (floragdo), portanto, com uma
colonizacdo radicular ja bem estabelecida. Uma vez que as porcoes de raiz foram colonizadas,
o fungo tem, dentro da raiz, um habitat protegido (SIMARD; JONES; DURALL, 2003; HAGE-
AHMED; ROSNER; STEINKELLN, 2019) e as estruturas fungicas ja formadas ndo séo,
necessariamente, afetadas pelo agrotoxico. As hifas que colonizam internamente a raiz
continuardo desenvolvendo-se, bem como as demais estruturas tipicas da micorriza arbuscular,
ao menos enquanto houver aporte de energia por parte do hospedeiro (van der HEIJDEN, 2015).

Nas condicdes de estudo aplicadas no experimento de semi-campo, ndo houve efeito do
Clorotalonil sobre a colonizacdo micorrizica total, presenca de arbusculos e vesiculas,
diferentemente do que foi observado nos experimentos in vivo (Capitulo 3). A sensibilidade
dessas variaveis ao produto ndo se manteve quando testadas em um sistema com maior grau de
complexidade envolvendo populacdes nativas. E importante, entretanto, que a afirmacéo de ndo
existir efeito do Clorotalonil com o produto comercial especifico testado sobre as variaveis
analisadas ndo pode ser estendida para outros produtos comerciais com este ingrediente ativo,
uma vez que estes possuem indicacdes particulares de aplicagdo. Produtos com indicacgéo de
aplicacdo em fase a anteriores a floragdo na soja podem apresentar resultados contrarios e
portanto, diferentes cenarios de aplicagdo agrondémica podem promover alteracdes e finalmente
respostas distintas tanto na planta hospedeira como nos FMAs (HAGE-AHMED; ROSNER;
STEINKELLN, 2019). Esse resultado também nédo pode ser interpretado a luz de outros
aspectos da simbiose micorrizica ndo avaliados no presente trabalho.

O efeito do Clorotalonil sobre o percentual de colonizagdo por esporos que se deu na

Gltima concentragdo testada (15000 g ha™; equivalente a 10 vezes a taxa de aplicacdo
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recomendada), pode estar associado ao fato dos esporos serem formados depois da simbiose
micorrizica estar completamente estabelecida e de a esporulagdo ter como um dos seus
indutores a presenca de um agente estressor no ambiente.

Os resultados referentes a nimero de esporos e comprimento de micélio, apresentaram
para a maioria dos tratamentos, diferenca quando comparados entre si por camada. Inicialmente
atribui-se esse comportamento a maior ou menor presenca do Clorotalonil em determinada
camada. Um estudo realizado em um Inceptisol Indiano, classe de solo equivalente ao
Cambissolo (EMBRAPA, 2013) demonstrou através de experimento em colunas de polietileno
(50 x 2,28 cm) que, de 50 ug de Clorotalonil inicialmente aplicado nesse solo, 49,5 ug foram
detectados por cromatografia gasosa e, do total recuperado, 42,5 pg dos residuos estavam
presentes na camada de 0 — 10 cm de profundidade (19,3 ug na camada de 0 —5 cm e 23,2 pg
na camada até 10 cm) (NEETHU NARAYANAN, 2014). Entretanto, o comportamento de
maior quantidade de esporos na camada de 0 — 2,5 cm também foi observado no tratamento
controle e essa explicacédo teve que ser desconsiderada.

Outra explicacdo para esse comportamento de resultados esta relacionada com a
abundancia natural dos organismos pelo perfil do solo, que por sua vez esta associada com o
tipo de sistema radicular da cobertura vegetal original da &rea. O Campo Nativo se caracteriza
pela dominéncia de gramineas, que tem como caracteristica de raiz, o sistema fasciculado
(BOLDRINI; LONGHI-WAGNER; BOECHAT, 2005; BERTOL et al., 2011). Embora nédo
tenham sido realizadas avaliac@es do sistema radicular nativo da area de coleta, visualmente a
maior quantidade de raizes estava presente nos centimetros iniciais do perfil do solo,
justificando a maior abundancia natural dos esporos na primeira camada avaliada, uma vez que
esses organismos estdo intimamente associados a presenca e atividade das raizes.

No que tange aos efeitos dos tratamentos com aplicacao de Clorotalonil sobre a variavel
namero de esporos houve uma tendéncia de comportamento inicial decrescente, seguido de um
aumento nos valores em concentragdes intermediarias e nova queda nas concentragcbes mais
altas. Fisiologicamente, o incremento na quantidade de esporos, mesmo na presenca de um
contaminante no solo pode ser uma reacdo de defesa dos FMASs para aliviar o efeito negativo
do estresse (GIOVANNETTI; AVIO, L; SBRANA, 2010; LENOIR; FONTAINE;
SAHRAOQUI, 2016).

Para CMET, embora menos pronunciado, uma vez que todos os tratamentos com
aplicacdo apresentaram efeitos em relacdo ao controle, o aumento em concentragoes

intermediéarias de aplicacdo de fungicida também aconteceu. Essa resposta de incremento pode
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constituir um meio para o FMA evitar microambientes com a presenca do "contaminante™ e
atingir porcdes de solo menos contaminadas (LENOIR; FONTAINE; SAHRAOUI, 2016).

Comparando os valores de CENO estimados para o nimero de esporos (camadas 0 —
2,5 e5-10cm=375g hal; camada 2,5—-5cm =750 g ha') com os valores de PEC estimados
para o experimento, observamos que o efeito sobre a variavel se deu em concentracbes pelo
menos 5,7x menor do que o estimado para PECyear € 6,5 vezes menor do que o valor previsto
como de risco do produto para em 10 anos (PECaccumax). Para CMET (CENO > 375 g hat) a
possibilidade de risco do produto para a variavel, acontece em concentragdes pelo menos 11x
menor que a PECyear € 13 vezes menor do que a PECaccumax €Stimada para esse produto.

Efeitos que inibam a producdo de novos esporos podem impactar na manutencao dos
FMA nos ambientes uma vez que 0s esporos constituem, junto com fragmentos de raizes
colonizadas e hifas do solo, os propagulos desse grupo de organismos (van der HEIJDEN, 2015;
HAGE-AHMED; ROSNER; STEINKELLN, 2019). Ja os efeitos de inibi¢ao da emissdo ou do
crescimento do micélio extrarradicular podem impactar diretamente as funcdes ecossistémicas
em que essa caracteristica da simbiose micorrizica esta envolvida, a exemplo da formacéo e
agregacdo do solo, aumento dos estoques de carbono no solo e absorcéo de nutrientes para as
plantas hospedeiros (VOS et al., 2013; van der HEIJDEN et al., 2015; RILLIG et al, 2015;
DEMENOIS et al., 2018; HAGE-AHMED; ROSNER; STEINKELLN, 2019; MCGOWAN,
2019).

Em suma, os resultados indicam, além do potencial risco do Clorotalonil nas variaveis
namero de esporos e CMET, para populacGes naturais de FMAS, que essas sdo medidas
relacionadas a simbiose micorrizica passiveis de avaliagdo tanto em experimentos de semi-

campo quanto em etapas anteriores, como observado nos experimentos in vivo (Capitulo 4).

6.5 CONCLUSAO

O fungicida Clorotalonil, ndo causou efeito sobre colonizagdo radicular em plantas de
soja por populagdes nativas de FMAs, nas condicOes estudadas, mas, causou efeito sobre as
vaiaveis envolvendo nimero de esporos e emissdo de micélio extrarradicular das mesmas
populacOes. Essas variaveis demonstraram ser sensiveis e as ratificam como varidveis possiveis

de serem avaliadas também em protocolos estabelecidos para a simbiotica dos FMAs.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Recentemente os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) foram recomendados por
comité da EFSA para uso como organismo chave ndo alvo em estudo envolvendo risco de
agrotdxicos para o solo. Este grupo de fungos ainda néo é utilizado em esquemas de anélise de
risco ecoldgico e 0 seu ndo uso esté relacionado a auséncia de métodos padronizados para
avaliar a toxicidade para esse grupo organismos do solo. Os métodos empregados na geracédo
dos resultados desta tese, podem suprir, em partes, essa lacuna e subsidiar protocolos Uteis nas
avaliacdes do risco ecoldgico de agrotoxicos para FMAsS.

Mesmo apresentando particularidades genotipicas e fenotipicas, que ndo podem ser
ignoradas quando usados para fins de avaliacéo da toxicidade de agrotoxicos, os FMA fornecem
respostas significativas e Uteis sobre os efeitos dos agrotdxicos sobre os ecossistemas em que
estdo inseridos. Os esporos de FMA, sdo organismos de fécil manipulagdo em solo e
ou/substrato permitindo que o nimero de tdxons avaliados em ensaios lower tier seja ampliado
para além dos utilizadas ao longo desse estudo.

O sistema de cultivo in vitro demonstrou ser laborioso e da forma como foi executado
neste estudo, demanda aprimoramento dos métodos para dar subsidio a um protocolo lower
tier, entretanto, indicou que as variaveis selecionadas para avaliagdo tem potencial para serem
indicadoras do efeito de agrotdxicos sobre os FMA.

As variaveis selecionadas para serem indicadoras do efeito de agrotdxicos sobre a
simbiose micorrizica, demonstraram ser sensiveis e 0 método in vivo atendeu os requisitos para
ser utilizado como método padronizavel para esse fim. As espécies Gigaspora albida e
Rhizophagus clarus, recomendadas para a avaliacdo da fase pré-simbidtica demonstraram ser
adequadas também, para avaliacdes envolvendo a fase simbiotica dos FMAs.

A partir do método in vivo, entendido como um protocolo ainda de lower tier, métodos
de avaliacdo em niveis complexidade e realismo maior podem ser desenvolvidos. A utilizacdo
de solo natural como substrato-teste e populagdes naturais com estrutura e tamanho conhecidos
como organismos-teste comporiam uma avaliagdo intermediaria (intermediate tier) entre os
protocolos da fase pré-simbidtica e simbidtica com inoculacdo de espécies cultivadas em
laboratorio e os experimentos que simulam condig¢fes de campo (higher tier).

Por fim, a utilizacdo de experimentos de semi-campo do tipo Terrestrial Model
Ecosystems, demonstrou ser eficientes para a avaliagdo de caracteristicas relacionadas aos FMA
e sua simbiose em condicOes realisticas de solo e de populagBes naturais, além de ratificar o

uso das variaveis estabelecidas para os experimentos in vitro/in vivo. Experimentos de TME ja
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séo entendidos e recomendados como uma forma de avaliagdo em escala maior (higher tier)
dentro dos esquemas de analise de risco de invertebrados do solo e, a avaliacdo dos FMAs

apresenta a facilidade de poder ser conduzida de forma concomitante a esses experimentos.



Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
constituem um grupo de organismos que
estabelecem simbiose do tipo mutualista com a
maioria das espécies de plantas, estao
associados a diversas funcdes ecossistémicas e
sao considerados um grupo-chave importante
na avaliagao do risco de poluentes no solo. O
objetivo geral deste trabalho foi ampliar o
numero de informacdes existentes sobre os
protocolos ecotoxicoldgicos ja existentes para a
fase pré-simbidtica, além de desenvolver e
validar método de avaliacdo para a fase
simbidtica do ciclo de vida dos FMAs, visando
contribuir para o uso dos desses fungos na
analise de risco ecolégico de agrotdxicos no solo.
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