UFFS

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS LARANJEIRAS DO SUL
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM AGROECOLOGIA E
DESENVOLVIMENTO RURAL SUSTENTAVEL
MESTRADO EM AGROECOLOGIA E DESENOLVIMENTO RURAL
SUSTENTAVEL

FERNANDA NATALI DEMICHELLI

ISOLAMENTO, SELECAO E AVALIACAO DO POTENCIAL DE
BIODEGRADACAO DE GLIFOSATO (N-(FOSFONOMETIL)GLICINA) POR
MICRORGANISMOS ISOLADOS DE SOLO DE LAVOURA, EM
LARANJEIRAS DO SUL, PR.

LARANJEIRAS DO SUL
2016



FERNANDA NATALI DEMICHELLI

ISOLAMENTO, SELECAO E AVALIACAO DO POTENCIAL DE
BIODEGRADACAO DE GLIFOSATO (N-(FOSFONOMETIL)GLICINA) POR
MICRORGANISMOS ISOLADOS DE SOLO DE LAVOURA, EM
LARANJEIRAS DO SUL, PR.

Dissertagdo apresentada ao programa de
Pos-Graduagdo em Agroecologia e
Desenvolvimento Rural Sustentavel da
Universidade Federal da Fronteira Sul —
UFFS como requisito para obtengdo do
titulo de Mestre em Agroecologia e
Desenvolvimento Rural Sustentavel sob a
orientagdo da Prof* Dra Luisa Helena
Cazarolli e co-orientacdo da Prof* Dra
Cétia Tavares dos Passos.

LARANIJEIRAS DO SUL

2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL

Campus Laranjeiras do Sul

BR 158, KM 405
CEP: 85.301 - 970
Caixa Postal 106

Laranjeiras do Sul —

Brasil

PR

DGI/DGCI - Divisao de Gestao de Conhecimento e Inovagao

Demichelli, Fernanda Hatali

Isplamento, selegdc e avaliagdo do potencial de
biodegradagdc de glifosato (n-(fosfonometil)glicina) por
microrganismos isolades de sele de lavoura, em
Laranjeiras do Sul, PR"/ Fernanda Natali Demichelli. --
2016.

80 f.:il.

Orientadora: Luisa Helena Cazarclli.
Co-orientadora: CAtia Tavares dos Passos.

Dissertagidoc (Meztrado) - Universidade Federal da
Fronteira Sul, Programa de Pés-Graduacdoc em Agroecolegia
e Desenvolwimento Rural Sustentawvel (PPGADR),
Laranjeiras do Sul, PR, 2016.

1. Glifeosate. 2. Bicdegradacdc. 3. Velocidade de
Crescimento. 4. Agrotdéxices . 5. Microrganismos. I.
Cazarplli, Luisa Helena, orient. II. Passos, Catia
Tavares dos, co-orient. III. Universidade Federal da
Fronteira Sul. IV. Titule.

Elaborada pelo sistema de Geragdo Automatica de Ficha de Identificag8o da Obra pela UFFS

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




FERNANDA NATALI DEMICHELLI

TITULO: “Isolamento, selegido e avaliagdo do potencial de biodegradagao de
glifosato (n-(fosfonometil)glicina) por microrganismos isolados de solo de lavoura,
em Laranjeiras do Sul, PR”

Dissertacdo apresentada ao programa de Pos-Graduagao em Agroecologia e
Desenvolvimento Rural Sustentavel —- PPGADR da Universidade Federal da Fronteira Sul
— UFFS. Para obtengao do titulo de Mestre em Agroecologia e Desenvolvimento Rural
Sustentavel, defendido em banca examinadora em 07/03/2016

Orientador (a): Profa. Dra. Luisa Helena Cazarolli

Aprovadoem: _0F /03 /3046

BANCA EXAMINADORA

000 asetli

Profa. Dra. Luisa Helena Cazarolli (UFFS)

\
P, s

Profa. Dra. Cétia Tavarés dos Passos (UFFS)

e ) | P
‘/T/ 2 %‘(f«
T.

Profa. Dra. Patricia Dérr de Quadros (UFRGS)

%‘4 f;" Z T

Prc}/or. Gilmar Franzener (UFFS)

Laranjeiras do Sul/PR, margo de 2016



A Jacira, minha mée, Gustavo meu irméo e
Thiago meu amor, pessoas mais importantes
da minha vida. Obrigada por existirem, pelas
palavras de confianca e de carinho que me

fizeram prosseguir até aqui.



AGRADECIMENTOS

Agradeco imensamente as professoras Dr?. Luisa Helena Cazarolli e Dr?. Catia
Tavares dos Passos, pela oportunidade, aprendizado, confianca e pela dedicada orientagédo
deste trabalho.

Agradeco a todos os professores do colegiado, pela oportunidade de expandir o
conhecimento no apaixonante mundo da Agroecologia e Desenvolvimento Rural
Sustentavel.

Ao professor Dr. Gilmar Franzener e a P4s Doutoranda Dr2. Gabriela Moura, pela
sempre presteza em auxiliar nas duvidas de identificacdo dos fungos.

Ao professor Msc. Diego dos Santos, pelo auxilio na tdo complicada Estatistica e
seu programa “R”.

Ao professor Dr. Rubens Fey, no auxilio da coleta e identificacdo do solo.

Ao Laboratério de Identificacdo de Solos da UTFPR/lapar, pela realizacdo da
identificacdo fisco-quimica do solo.

A Doutoranda Juciana Clarice Cazarolli pelo auxilio em diversos momentos.

A técnica do laboratério de microbiologia, Vanessa Gomes da Silva, por toda a
ajuda e apoio essenciais no desenvolvimento da parte prética.

Aos colegas do laboratdrio, Jaqueline, Naiane, Silvia, Eduardo, pela amizade e
pela troca de conhecimento.

A todos os colegas e parceiros incriveis do mestrado, que tornaram esse momento
de aprendizado muito especial.

Aos colegas de trabalho e amigos, da ASSAC e da ASSAE, pelo apoio e incentivo
em todas as horas.

A todos aqueles que contribuiram, direta ou indiretamente, para a realizacio deste
trabalho.



RESUMO

O uso abusivo de glifosato, um dos agrotoxicos mais utilizados no Brasil, esta relacionado
a problemas de satde e ao ambiente. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
isolar, avaliar a capacidade de crescimento ou degradagdo e posteriormente identificar
microrganismos autoctones degradadores de glifosato de um solo com uso intensivo deste
agrotoxico. Foram coletadas 12 amostras de solo aleatoriamente (0-10 cm de
profundidade), homogeneizadas e apos transferido 1 g da amostra para erlenmeyer
contendo 50 mL de meio mineral (MM) (g/L, KCI1 0,7; KH2PO4 2,0; NaHPO4 3,0;
NH4NOs 1,0; MgS0s4 1,0; FeSO4 4,0; MnCl; 0,2; CaCl; 0,2; pH 7,2) com 100 mg/L de
glifosato (inica fonte de carbono) com 3 transferéncias subsequentes (1 mL) a cada cinco
dias, incubando a 28 °C. Apds, foi realizada a contagem em placas e as bactérias e fungos
morfologicamente diferentes foram isolados em agar nutriente ¢ sabouraud com 300 mg/L
de glifosato, respectivamente. A seguir, os fungos foram incubados em agar MM sélido
com 300 mg/L de glifosato, como unica fonte de carbono, a 28 °C/14 dias. Foi realizada
a medida diaria do crescimento micelial radial e calculada a velocidade de crescimento
por meio de regressao linear dos raios das colonias. Do total de 18 fungos isolados, 11
utilizaram o glifosato como fonte de carbono. Foram identificados oito géneros de fungos
filamentosos ¢ dois falsos fungos, que apresentaram as maiores velocidades de
crescimento radial. Os géneros que mais se destacaram foram: Aspergillus sp., Fusarium
sp., Penicillium sp. e Geotrichum sp. Foram isoladas 25 bactérias (47% bacilos gram
negativas), destas, seis permaneceram viaveis até o experimento de degradagdo de
glifosato. Para o preparo do inéculo bacteriano, uma al¢ada foi transferida para
erlenmeyers com 100 mL de caldo nutriente ¢ 300 mg/L de glifosato, incubado a 150
rpm/48 h. Apos trés lavagens (MM), o indculo foi padronizado (escala de McFarland). O
ensaio do potencial de degradacdo das bactérias isoladas foi realizado com a incubacao
do inéculo (5x10° UFC/mL) em MM na auséncia/presenca de diferentes concentragdes
de glifosato (300, 500 e 700 mg/L) utilizando o indicador redox 2,6-diclorofenol-
indofenol (DCPIP), incubadas em estufa (28 °C) e realizadas medidas
espectrofotométricas a 600 nm no periodo de 0-120h. As 6 bactérias testadas
apresentaram velocidade degradacdo de DCPIP nas concentracdes testadas, indicando
que possivelmente utilizaram o glifosato como fonte de carbono. A bactéria B8,
relativamente as demais, foi a que mais reduziu a quantidade de DPCIP. Os resultados
sugerem que os microrganismos isolados sao tolerantes e apresentam alto potencial de
degradacao de glifosato, podendo ser utilizados em futuros estudos de biorremediagao de
solos contaminados com este agrotdxico.

Palavras chave: Glifosato, biodegradacdo, velocidade de crescimento, agrotoxicos,
microrganismos.



ABSTRACT

The abusive use of glyphosate, one of the most widely used pesticides in Brazil is related
to health issues and the environment. Therefore, this study aimed to isolate, evaluate the
growth capacity or degradation and subsequently identify indigenous microorganisms
degrading glyphosate in a soil with intensive use of this pesticide. The 12 samples were
collected randomly soil (0-10 cm depth), homogenized and them 1 g of the sample was
transferred in a flask containing 50 ml of mineral medium (MM) (g/L KCI 0.7; KH2PO4
2.0; Na2HPO4, 3.0; NH4NO3 1.0; MgS04 1.0; FeS0O4 4.0; MnCl2, 0.2; CaCl2 0.2; pH
7.2) with 100 mg/L glyphosate (as sole carbon source) 3 subsequent transfers (1 ml) every
five days and incubation at 28 ° C. Bacteria and fungi morphologically different were
isolated on nutrient agar, and Sabouraud with 300 mg/L of glyphosate, respectively. The
following fungi were incubated on solid MM agar with 300 mg/l glyphosate as sole
carbon source at 28 ° C by 14 days. The radial mycelial growth was daily measured and
the growth rate were calculated by linear regression using the colonies rays. Of the total
of 18 fungal isolates, 11 used glyphosate as a carbon source. eight genera of filamentous
fungi and two false fungi, with the highest rates of radial growth were identified. The
genres that stood out were: Aspergillus, Fusarium sp, Penicillium sp... and Geotrichum
sp. 25 Bacteria were isolated (47% gram-negative bacilli), these six remained viable by
the experiment of glyphosate degradation. To prepare the inoculum, was transferred to a
Erlenmeyer flasks with 100 ml of nutrient broth and 300 mg/L of glyphosate, incubated
at 150 rpm by 48 h. After three washes (MM), the inoculum was standardized using
McFarland scale. The potential for degradation of the test isolates was performed with
incubation inoculum (5x106 CFU/ml) in MM in the absence or presence of different
concentrations of glyphosate (300, 500 and 700 mg/L) using redox indicator 2,6-
dichlorophenol-indophenol (DCPIP), incubated in a greenhouse (28 °C) and
spectrometric measured at 600 nm in 0-120h period. The 6 bacterial strains tested showed
DCPIP degradation rate at the concentrations tested, indicating that possibly used
glyphosate as a carbon source. The B8 bacteria in relation to the others, was the most
reduced the amount of DPCIP. The results suggest that microorganisms are tolerant and
have a high potential for glyphosate degradation and can be used in future studies of
bioremediation of soils contaminated with this pesticide.

Keywords: glyphosate, biodegradation, growth rate, pesticides, microorganisms.
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1 INTRODUCAO

O sistema de producdo agricola brasileiro é fruto de um modelo de
desenvolvimento proposto em meados de 1960, financiado por politicas governamentais
de crédito associado ao investimento pesado na modernizagdo agricola, conhecido como
Revolucdo Verde. Esses pacotes tecnoldgicos compreendiam sementes, fertilizantes
quimicos, agrotoxicos, maquinas agricolas de grande porte, com intuito de produzir
monoculturas e aumentar a produgéo de alimentos.

A principio, esse modelo de agricultura resultou no aumento da producdo de
alimentos, no entanto, trouxe consigo sérios problemas. Um deles foi a exclusdo dos
pequenos agricultores, que impossibilitados de acessar os recursos tecnolégicos acabaram
a margem do processo de modernizacdo. Além disso, problemas ambientais e de saude
comegaram a surgir apos a implantacdo da Revolucéo Verde.

Nos anos seguintes, movimentos ambientalistas e pequenos produtores rurais
preocupados com os problemas decorrentes da modernizacgéo da agricultura, propuseram
questionamentos a esse modelo, promovendo debates e agdes, visando um modelo
alternativo de desenvolvimento. Apesar de ter se conseguido importantes conquistas a
partir desses movimentos de resisténcia, o cenario da producéo agricola atual ndo mudou
muito em relacdo ao seu modelo inicial. Além dos problemas sociais decorrentes do
sistema atual de producédo, estudos recentes tém relacionado o uso de agrotoxicos a
problemas de saude humana como intoxicagdes, cancer, suicidio, assim como problemas
ambientais como contaminacdo de aquiferos, do solo, alteracdes na biota e na vegetacao.

A cada ano tem se verificado o aumento da producdo, comercializacdo e aplicacdo
de agrotdxicos em todo mundo, sendo o Brasil 0 maior consumidor desde o ano de 2008
e 0 Parana o terceiro estado com maior consumo (CARNEIRO, 2015; PARANA, 2013).
Segundo o IPARDES (2010) e o nucleo Regional da Secretaria de Estado da Agricultura
e Abastecimento (SEAB), o niicleo do municipio de Laranjeiras do Sul, aparece como um
dos que apresenta 0 maior consumo de agrotéxicos do estado, com registro de valores
entre 7,0 e 11,8 Kg/ha/ano (PARANA, 2013).

Dentre os agrotoxicos disponiveis para uso atualmente, o glifosato merece
destaque por ser o herbicida mais consumido no Brasil (CARNEIRO, 2015). O grande
uso do glifosato esta atrelado ao cultivo da soja, principalmente a soja transgénica, pois é
tolerante a0 mesmo, ndo tendo seu crescimento afetado pelo agrotdxico. Devido a grande

quantidade aplicada as lavouras, se observa o fendmeno de resisténcia de plantas
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adventicias ndo desejadas que exige, cada vez mais quantidade de aplicacdo e associacao
com outros agrotoxicos extremamente tdxicos, como o 2,4-D, paraquat e diquat
(CARNEIRO, 2015).

Além disso, a popularidade do glifosato esta relacionada a publicidade de que este
agrotoxico tem um baixo impacto ambiental, sendo seguro para a saude humana e de
animais, ja que atua em uma via metabolica presente exclusivamente em plantas e alguns
microrganismos (LONDRES, 2011; POLLEGIONI et al., 2011). No entanto, estudos
indicam que ele apresenta efeitos em organismos animais, especialmente humanos, com
acOes disruptoras do sistema enddcrino, desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas,
potencial genotoxico e de estresse oxidativo, bem como alteracbes morfol6gicas e
funcionais de células de diferentes tecidos (WILLIAMS et al., 2000; LONDRES, 2011,
CATTANI et al., 2014; CAVALLLI et al., 2013). Além destes problemas, os danos ao
meio ambiente como contaminagdo das aguas, resisténcia de plantas, de insetos e
microrganismos aos agrotdxicos, em especial ao glifosato, sdo cada vez mais frequentes
constituindo-se como um dos mais complexos problemas da agricultura na atualidade
(ROUSH; TABASHNIK, 1990).

Diante desses problemas, amplia-se o0 debate acerca de outros modelos de
agricultura, com destaque para a agroecologia que surgiu no Brasil a partir de meados da
década de 1980 com os movimentos de resisténcia a agricultura tecnolégica, associada
aos pequenos agricultores tradicionais, camponeses e familiares (CAPORAL;
PETERSEN, 2012). E uma proposta para repensar o desenvolvimento rural dentro de uma
perspectiva de sustentabilidade, visando fortalecer a agricultura familiar através de
pressupostos centrados na preservacdo do meio ambiente e na utilizacdo sustentavel dos
recursos naturais, na producdo familiar ou camponesa, na comercializacdo de alimentos
justa e socialmente responsavel e na independéncia dos agricultores com relacdo aos
insumos externos (agrotoxicos, fertilizantes, sementes etc.) (GUZMAN, 1999).

A producéo agroecoldgica no Brasil tem como base legal a Lei n® 10.831, de 23
de dezembro de 2003, e o Decreto no 6.323, de 27 de dezembro de 2007, além de
instrugcdes normativas, como a Instrucdo Normativa n° 46, de 6 de outubro de 2011 e a
Instrucdo Normativa n® 17, de 18 de junho de 2014. Todos orientam sobre os sistemas de
producdo que adotam tecnologias que otimizem o0 uso de recursos naturais e
socioeconbémicos, empregando métodos culturais, biolégicos e mecanicos, em

contraposicdo ao uso de materiais sintéticos em qualquer fase do processo de producéo,
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processamento, armazenamento, distribuicdo e comercializacdo, e a protecdo do meio
ambiente.

Para realizar a conversdo de unidades de producdo convencionais em organicas,
varios critérios precisam ser seguidos, conforme a Instrucdo Normativa n° 46 de 6 de
outubro de 2011. Com base nesses critérios, foi estabelecido um tempo minimo para que
ocorra o processo de conversao, variavel de acordo com o tipo de exploracéo e a utilizagéo
anterior da unidade de producdo, considerando a situacdo ecologica e social. Este periodo
de tempo pode variar de doze a dezoito meses de manejo organico para que as producdes
do ciclo subsequente sejam consideradas como orgénicas (BRASIL, 2011). No entanto,
néo se tem informacao de que esse intervalo de tempo seja suficiente para que todos 0s
agrotoxicos utilizados na area possam ser degradados e eliminados do ambiente.

Os estudos relacionados a dinamica dos agrotoxicos no solo e degradacdo dos
mesmos sdo importantes para entender e otimizar a eliminagdo desses residuos. Sabe-se
que os microrganismos desempenham um papel fundamental nesse processo, por
apresentarem capacidade de degradar substancias persistentes no meio. Este processo,
denominado biodegradacdo, consiste na degradacdo microbiolégica de um composto
organico no solo, por meio de transformag6es que podem gerar compostos menos toxicos,
pela sua inativacdo ou pela completa mineralizacéo até CO- e 4gua. As bactérias e fungos
presentes no solo conseguem utilizar as moléculas dos agrotoxicos como fonte de energia,
devido a isso sdo considerados os principais degradadores destes produtos no ambiente
terrestre e aquatico (ANDRIGHETTI, 2011).

Os microrganismos exibem estratégias para assimilacdo ou metabolismo do
contaminante por meio de seu aparato enzimatico. Para isso, muitas vezes realizam 0s
processos denominados catabolismo e cometabolismo. No catabolismo o substrato
absorvido é quebrado em moléculas menores para gerar energia, ocorrendo aumento da
biomassa microbiana. No cometabolismo ocorre transformagdes de um substrato na
presenca de um substrato secundario biodegradavel como fonte de carbono e energia,
desta forma os microrganismos transformam o composto sem dele retirar energia para seu
desenvolvimento. Nesse sentido, a degradacdo dos pesticidas € influenciada pelas
propriedades quantitativas e qualitativas da microbiota do solo alem da disponibilidade
do composto para os microrganismos (ALEXANDER, 1981; ARAUJO, 2002).

De acordo com Bento et al. (2003), a biorremediacéo pode ser considerada como
uma nova tecnologia para tratar locais contaminados, mediante o uso de agentes

bioldgicos capazes de modificar ou decompor poluentes alvos. A adocdo de técnicas de

17



biorremediacdo baseadas na utilizagdo de microrganismos do solo para degradar
herbicidas pode contribuir para a dissipacdo da molécula contaminante do ambiente.

Assim, os processos de biorremediacgdo, além de considerados de baixo custo e
aceitavel do ponto de vista ambiental (MARIANO et al., 2007), possibilitam a
recuperacdo do equilibrio biolégico do solo e ainda podem auxiliar na garantia da
descontaminacdo durante a transicdo da producdo convencional para a produgéo
agroecoldgica.

Tendo em vista a necessidade em se repensar 0 modelo de desenvolvimento e
consequentemente de agricultura, diante dos problemas de saude e de contaminagéo
ambiental, provocados pelo uso indiscriminado de agrotdxicos, em especial o elevado
consumo de glifosato nas lavouras, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma
investigacdo acerca de microrganismos presentes no solo, potenciais degradadores do
agrotoxico glifosato, provenientes de uma propriedade com uso intensivo deste, no
municipio de Laranjeiras do Sul, Parana.
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2 OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar os microrganismos viaveis de uma amostra de solo, potenciais
degradadores de glifosato, bem como, investigar sua capacidade de degradacéo,
utilizando o agrotdxico como unica fonte de carbono, de uma lavoura no municipio de

Laranjeiras do Sul — PR.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Realizar o isolamento de microrganismos a partir de amostra de solo contaminado com
glifosato;

— Avaliar a capacidade de crescimento e degradacdo dos microrganismos, frente a
diferentes concentracdes de glifosato;

— ldentificar a nivel de género, os fungos que apresentarem maior velocidade de

degradacéo de glifosato.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Desenvolvimento Rural, Revolucéo Verde e o contraponto da Agroecologia

O conceito de desenvolvimento ndo cabe em uma defini¢do simples, no entanto,
foi por muito tempo e ainda é mensurado de acordo com o crescimento econdmico.
Seguindo a ideia de desenvolvimento andlogo ao crescimento econdémico, a agricultura
sempre foi vista como um importante setor capaz de impulsionar crescimento, mas antes
disso necessitaria se modernizar. De acordo com Abramovay (1992), o modo de produgéo
empresarial na agricultura se materializou devido as condic¢Oes introduzidas e
consolidadas pelo projeto de modernizacdo massiva, iniciado nas décadas de 1960 a 1970
em quase todo o mundo. O processo de modernizagédo da agricultura ganhou forca ja no
periodo pés-guerra (1939-1945), com o discurso de aumentar a producdo de alimentos no
mundo. Conhecida como Revolugdo Verde, foi um programa criado com o intuito de
contribuir para o aumento da produtividade agricola no mundo. Com isso, possibilitou as
empresas transnacionais, que detinham as tecnologias agricolas, aumentar os lucros e
manter a dependéncia dos paises menos desenvolvidos que necessitavam desses produtos
tecnoldgicos para poder produzir (BRUM, 1987).

No Brasil, a modernizacdo da agricultura chegou um pouco mais tarde, nas
décadas de 1960 a 1980 e permanece em plena expansao. Para sua implantacdo teve apoio
de crédito rural financiado pelo governo. Assim, as grandes propriedades fundiarias
foram beneficiadas por programas e projetos especiais, além de linhas de apoio e defesa
como seguro agricola, assisténcia rural e desenvolvimento de pesquisas, criados e
mantidos pelos governos da época (DELGADO, 2012).

Uma das inimeras consequéncias deste processo de modernizacao foi a evasao de
muitos trabalhadores rurais para a cidade, uma vez que essas pessoas trabalhavam em sua
terra ou eram empregados nas lavouras e tiveram seus trabalhos substituidos pelas
magquinas, gerando bolsdes de pobreza e desemprego nas cidades (LEAO, 2007). Além
dos problemas sociais ocasionados pela modernizagdo da agricultura, os impactos
ambientais relacionados a mecanizacdo pesada e 0 uso intensivo de agrotdxicos séo
bastante conhecidos. Estes sdo impactos que transcendem o setor agricola e afetam o
conjunto da sociedade como um todo.

A modernizacgdo da agricultura teve e tem como base os insumos externos que

demandam alto gasto de energia para sua producéo e demasiado gasto financeiro por parte
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dos agricultores para sua aquisicdo. O Brasil importa a maioria dos agrotoxicos e
fertilizantes utilizados na agricultura nacional, acarretando em aumento dos custos de
producdo das principais commodities brasileiras, o que diminui sua competitividade e
prejudica seu mercado (SAAB; PAULA, 2008; ANVISA; UFPR, 2012). Ja em relacao
ao cultivo propriamente dito, 0 uso excessivo de maquinas pesadas e tratores, associado
ao uso de técnicas inadequadas de manejo e conservagdo do solo tem levado ao aumento
progressivo das perdas por erosdo, aléem de sérios danos de compactacdo dos solos, bem
como de degradacdo dos fatores naturais presentes no solo e essenciais para as boas
condigdes de cultivo (REMY; MARIN-LAFLECHE, 1976; ROMEIRO, 2007). Ainda, 0
uso sistematico de agrotoxicos e fertilizantes quimicos tém repercussdes negativas sobre
a produtividade agricola, pois afeta o equilibrio dos ecossistemas destruindo inimeros
elos da cadeia de presas e predadores resultando, portanto, no surgimento de novas pragas
(GOLDSMITH, 1980; PASCHOAL, 1983).

Outro problema ambiental relacionado & modernizagcdo da agricultura foi a
introducdo das monoculturas em grandes extensdes de terra. A monocultura implica na
simplificacdo da biodiversidade local, resultando em um ecossistema artificial
(simplificado) que requer constante intervengdo humana através do uso de agrotoxicos e
fertilizantes quimicos, uma vez que apresenta maior necessidade de fontes exdgenas de
energia para manter o equilibrio. O uso desses insumos quimicos promove uma melhoria
temporaria da producdo e consequentemente dos rendimentos, além de provocar elevados
custos ambientais e sociais ndo desejados (CONWAY, 1997).

Recentemente, outras tecnologias estdo se difundindo no campo, como 0 uso
crescente de organismos geneticamente modificados (OGMs) e plantas transgénicas
(ALTIERI, 2000). Até o momento, ndo se sabem seus reais danos, uma vez que os efeitos
ecologicos dos cultivos obtidos via engenharia genética podem néo se limitar a resisténcia
das pragas ou a criacdo de novas plantas espontaneas (LAPPE et al., 1998). Além disso,
segundo Altieri (2000), a manipulacdo genética pode eliminar, inativar substancias
valiosas presentes nos alimentos ou ainda estimular a producdo de substancias toxicas ao
consumo. Ainda, as plantas transgénicas permitem o uso de quantidades ainda maiores
de agrotdxicos durante sua producdo, uma vez que sdo tolerantes a presenca destas
substancias e ndo sofrem influéncia das mesmas (CARNEIRO, 2015).

Ja na década de 70, quando o modelo da Revolugdo Verde estava em franca
expansdo no Brasil, percebiam-se as limita¢cbes deste modelo de crescimento e os

problemas que comegavam a surgir. Assim, as discussdes e as contestacdes a respeito do
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conceito de desenvolvimento foram abrangendo novos aspectos, como a limitagdo dos
recursos naturais, a exclusao dos paises subdesenvolvidos além de desigualdades sociais.
Ainda, questdes relacionadas ao uso de inseticidas e seu perigo a saude humana e do
ambiente comecaram a fazer parte das discussdes sobre desenvolvimento (FURTADO,
1974).

A agroecologia surge nesse contexto como um movimento de oposigdo a
agricultura convencional. Teve inicio a partir da década de 1920 e valorizava o uso da
matéria organica e de outras praticas culturais favoraveis aos processos biologicos. No
Brasil, o debate agroecolégico teve inicio a partir de 1970 com movimentos
ambientalistas e agricultores familiares que ndo se integravam na agricultura
convencional (MATTQOS, 2006). Altieri (1987) destaca que a agroecologia fornece os
principios ecoldgicos basicos para o estudo e tratamento de ecossistemas tanto produtivos
quanto preservadores dos recursos naturais, e que sejam culturalmente sensiveis,
socialmente justos e economicamente viaveis. Assim, a agroecologia corresponde a um
enfoque cientifico destinado a apoiar a transi¢do dos atuais modelos de desenvolvimento
rural e de agricultura convencional para estilos de desenvolvimento rural e de agricultura
sustentdvel (COSTABEBER; CAPORAL, 2003).

A partir dos principios da agroecologia a agricultura familiar vem se fortalecendo
e atualmente desempenha um papel importante na producéo e fornecimento de alimentos
a populacdo em geral (FAO, 2014). Segundo afirma Altieri (2010), os sistemas de
agricultura diversificados nos quais o agricultor em pequena escala produz graos, frutas,
verduras, feno e produtos para animais no mesmo campo, dao uma producao total maior
que as monoculturas como o milho cultivado em grande escala (ALTIERI, 2010). As
vantagens de producdo familiar podem variar em média de 20% a 60% a mais do que a
convencional, j& que as policulturas reduzem perdas devido as plantas espontaneas
(ocupando o espacgo que de outra forma estas poderiam ocupar), os insetos (ao melhorar
0 habitat de organismos benéficos) e as doencas (devido a maior diversidade genética), e
fazem um uso mais eficiente dos recursos disponiveis de dgua, luz e nutrientes (ALTIERI,
2010; FRANCIS, 1986).

Ao mesmo tempo em que se intensificam os problemas resultantes da
modernizacdo agricola pelo uso indiscriminado de agrotdxicos, insumos quimicos e
organismos geneticamente modificados, verificam-se novos esforcos para a difuséo da
agroecologia como alternativa para a construgédo de um novo modelo de produgéo e de
desenvolvimento sustentavel (ALTIERI, 2010).
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4.2 Agrotoxicos

No Brasil os agrotoxicos sdo definidos pela Lei Federal n° 7.802, de 11 de julho
de 1989, regulamentada pelo Decreto n° 4.074/2002:

Agrotoxicos e afins — produtos e agentes de processos fisico, quimico ou
bioldgico, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas
nativas ou plantagdes, de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos
e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢do da flora e da fauna, a
fim de preserva-las da ac¢do danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como desfolhantes e dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(BRASIL, 2002).

Os agrotdxicos consistem de multiplas classes e subclasses de componentes e séo
classificados quanto ao organismo alvo, de acordo com sua classe quimica ou ainda de
acordo com o grau de toxicidade, como pode ser observado na Tabela 1 (BRASIL, 2011;
RODRIGUES, 2012).

Quanto ao organismo que eliminam ou controlam (YAMASHITA, 2008;
BRASIL, 2011), os agrotdxicos podem ser assim classificados: inseticidas (insetos),
herbicidas (ervas daninhas), fungicidas (fungos), raticidas (roedores), bactericidas
(bactérias), nematicidas (nematoides, vermes), larvicidas (larvas), cupinicidas (cupins),
formicidas (formigas), pulguicidas (pulgas), piolhicidas (piolhos), carrapaticidas
(carrapatos), acaricidas (&caros), moluscicidas (moluscos), desfolhantes: eliminam folhas
indesejadas.

Ainda, os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com a toxicidade ao
ambiente e animais. Esta classificacdo é baseada na dose letal 50 (DL 50) que é um valor
estatistico que determina a quantidade de agrotoxico em mg/kg de peso corporal,
necessaria para matar 50% da amostra populacional em estudos por intoxicacdes agudas.
Os valores sdo determinados em cobaias e extrapolados para humanos a partir do peso
(RIBAS; MATSUMURA, 2009; BRASIL, 2011). Existem quatro classes, a saber:
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Tabela 1. Classificagdo dos agrotoxicos de acordo com os efeitos a saude humana

Classe toxicologica Descricao Faixa indicativa de cor
Extremamente téxicos (DLso < 50
Classe 1 ) Faixa vermelha
mg/kg de peso vivo)
Altamente toxicos (DLso — 50 a 500
Classe 11 ) Faixa amarela
mg/kg de peso vivo)

Medianamente toéxicos (DLso > 5000
Classe 111 mg/kg de peso vivo) Faixa azul

Pouco ou muito pouco toxicos (DLso >
Classe IV 5000 mg/kg de peso vivo) Faixa verde

Fonte: RIBAS; MATSUMURA, 2009.

Nos Ultimos anos tém se observado um aumento crescente em relacdo a producao
e uso de agrotdxicos, especialmente do grupo dos herbicidas, sendo que atualmente, estes
constituem a principal por¢do de vendas de todos 0s agrotoxicos no sistema de producéo
agricola no mundo industrializado (TADEO et al., 2000; PROCOPIO et al., 2005;
BRASIL, 2011). Conforme verifica-se na Figura 1, sobre a venda de agrotdxicos no
Brasil, de 2009 a 2013 a comercializacdo de agrotoxicos passou de 300.349,7 toneladas
para 495.764,55 toneladas, de ingrediente ativo. Desse total, em 2009 a quantidade de
ingrediente ativo comercializado, referente aos herbicidas foi de 163.119,59 toneladas,
esse valor representava 54,31% das vendas. Em 2013 passou para 303.573,23 toneladas
e representou 61,23% do total de ingrediente ativo de herbicidas comercializados.
Comparando os dados de 2009 e 2013, pode-se observar que a quantidade de ingrediente
ativo de herbicidas comercializados mais que dobrou no periodo de cinco anos (IBAMA,
2014).
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Figura 1. Vendas de agrotoxicos por classe, em toneladas e sua percentagem, nos anos
2009 e 2013 no Brasil.
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Fonte: IBAMA, 2014.

Em 2010, o mercado nacional movimentou cerca de US$ 7,3 bilhdes e representou
19% do mercado global de agrotoxicos. Em 2011 houve um aumento de 16,3% das
vendas, alcancando US$ 8,5 bilhdes, sendo que as lavouras de soja, milho, algoddo e
cana-de-acucar representam 80% do total das vendas do setor agricola (AUGUSTO et al.,
2012).

4.3 Problemas Relacionados a Saude Humana

Os agrotdxicos estdo entre os mais importantes fatores de risco para a saude da
populacdo em geral sendo que a exposi¢cdo e a contaminacao de pessoas aos agrotoxicos
podem se dar de forma aguda ou cronica, com sintomatologias bastante inespecificas
(BRASIL, 2011). No Brasil, as intoxicagdes agudas por agrotdxicos ocupam a segunda
posi¢do dentre as intoxicagdes exogenas, sendo que no periodo de 2006 a 2010 a maioria

dos casos de intoxicagdo por inseticidas (73% organofosforados, piretroides e
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carbamatos), raticidas (15,3%) e herbicidas (9,7%) estiveram relacionados a tentativa de
suicidio, aos acidentes e a exposi¢ao ocupacional (FALK et al., 1996; PIRES et al., 2005;
BRASIL, 2011).

Em geral, os efeitos cronicos decorrentes da exposic¢ao a agrotdoxicos manifestam-
se através de inumeras patologias que atingem varios 6rgdos e sistemas com destaque
para os problemas imunoldgicos, hematoldgicos, hepaticos, neuroldgicos, malformagdes
congénitas e tumores (BRASIL, 2011). Estudo realizado em municipios de abrangéncia
da 29* SDR na regiao Oeste de Santa Catarina, junto a 197 familias de produtores rurais,
demonstraram alta prevaléncia de neoplasias de pele, prostata, mama e colo uterino
(MAZON, 2007). Além disso, Koifman et al. (2002) observaram uma possivel associacao
entre a exposi¢do a agrotoxicos e a incidéncia de cincer de mama e de ovario,
especialmente em mulheres apds a menopausa. A toxicidade dos agrotdxicos vem sendo
claramente relacionada com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, como a
doenga de Parkinson e a doenga de Alzheimer (PARRON et al,, 2011). Recentes
evidéncias relatam a atuacdo de alguns agrotoxicos como desreguladores endocrinos,
contribuindo com varios efeitos adversos associados com a reprodugdo e o
desenvolvimento. A exposi¢do cronica a agrotoxicos também tem sido associada a
sintomas psiquidtricos, incluindo transtornos afetivos como depressdo, ansiedade e
comportamento agressivo, contribuindo assim para o risco de suicidio (PIRES et al.,

2005; MEYER et al., 2007; FRANCO et al., 2010; PARRON et al., 201 1).

4.4 Problemas Relacionados ao Meio Ambiente

A grande utilizacdo de agrotdxicos na producdo agropecudria tem trazido uma
série de transtornos e modificacdes para o0 ambiente, seja pela contaminacdo das
comunidades de seres vivos que o compdem, seja pela sua acumulacdo nos segmentos
bidticos e abiodticos dos ecossistemas. Quando introduzidos no ambiente, cerca de 55%
do total de agrotdxicos aplicados ndo atingem o alvo, dispersando-se para outros
compartimentos ambientais como agua, solo e atmosfera (GAVRILESCU, 2005). Apds
0s agrotoxicos atingirem o solo, varios processos fisicos, quimicos e bioldgicos
determinam seu comportamento. A dinamica dos agrotdxicos é governada pelo processo
de adsorcéo, o qual é responsavel pela ligagdo desses as particulas do solo, influenciando
na disponibilidade para os demais processos como transformacdo, degradacdo e
transporte (HARPER, 1994).
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Considerando os processos de transporte entre compartimentos ambientais, a
lixiviagdo e o escoamento superficial merecem destaque. O escoamento superficial
favorece a contaminacdo das aguas superficiais, através do transporte do agrotoxico
adsorvido as particulas do solo erodido ou dissolvido em &gua. A lixiviacdo dos
agrotoxicos através do perfil do solo tende a resultar em contaminacdo das &guas
subterraneas e nesse caso, as substancias quimicas sdo carreadas em solu¢do com a agua
que alimenta os aquiferos (SPADOTTO et al., 2004). Um estudo realizado em localidade
agricola de Nova Friburgo — RJ, detectou concentracbes de agrotoxicos
anticolinesterasicos, em valores até oito vezes acima do limite permitido pela legislacdo
brasileira, em dois pontos de um importante curso hidrico regional, pontos estes
localizados em areas onde a atividade agricola era mais intensiva, com as lavouras
chegando até as margens do rio (PERES; MOREIRA, 2007). Além disso, estudo na regido
da cultura do tomate no Municipio de Paty do Alferes — RJ, demonstrou que 70% dos
pontos de coleta nos sistemas hidricos da regido apresentaram contaminacao elevada por
agrotoxicos (VEIGA et al., 2006).

Além da contaminacdo das aguas e dos solos um dos efeitos ambientais
indesejaveis dos agrotoxicos € a contaminacdo de espécies que ndo interferem nos
processos de producdo (espécies ndo-alvo). Existem relatos na literatura do impacto da
exposicao aos agrotoxicos na reducdo das populagdes de polinizadores proximo as areas
onde esses produtos sao utilizados (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2005; ANVISA,
2008; GILL et al., 2012). Ainda, os problemas ocasionados pela resisténcia de plantas,
insetos e microrganismos aos agrotoxicos sdo cada vez mais frequentes, constituindo-se
como um dos mais complexos problemas de controle de pragas na atualidade (ROUSH;
TABASHNIK, 1990).

4.5 Dinamica dos Agrotoxicos no Solo

A proporcao relativa dos componentes do solo (divididos em fases solida, liquida
e gasosa) afetam seu comportamento de forma geral. A fase sélida do solo é constituida
pela matéria mineral e pela matéria orgénica. A fase liquida compreende a mistura de
agua, sais minerais e moléculas de baixo peso molecular (solugédo do solo), enquanto a
fase gasosa compreende os gases que circulam entre as particulas do solo, basicamente
CO», O, e vapores de agua. Além destes componentes, a por¢édo bidtica do solo constituida

por diferentes microrganismos também é parte importante da composi¢do dos solos
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(OLIVEIRA et al.,, 2011). O solo pode ser considerado um sistema de grande
complexidade, onde fluxos de energia e matéria sdo continuamente transferidos,
adicionando, transferindo e removendo elementos quimicos, minerais e compostos
organicos (TONI et al., 2006; KER et al., 2012).

A maioria dos agrotoxicos compreende moléculas organicas com caracteristicas
hidrofébicas e massas molares maiores do que as dos ions inorganicos naturalmente
encontrados na solucdo do solo. Vérios agrotoxicos sao aplicados diretamente ao solo,
principalmente os herbicidas pré-emergentes, e grande parte daqueles aplicados em
outros alvos, tais como insetos, fungos ou nematoides, também acabam chegando ao solo,
direta ou indiretamente. Assim sendo, o solo atua como “deposito final” dos agrotdxicos
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; OLIVEIRA et al., 2011).

Para entender o comportamento dos agrotoxicos no ambiente, é indispensavel o
conhecimento das condi¢des climéaticas, do tipo de manejo da area agricola, e
principalmente das propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos e dos solos, as quais
desempenham papel-chave nas interacGes destas moléculas com os solos. Além destas,
varias condi¢Ges ambientais podem influenciar o destino final de um agrotéxico, apos sua
aplicacdo, tais como: temperatura, umidade, aeragdo, granulometria, mineralogia da
fracdo argila, matéria organica, agregacdo, biomassa e atividade microbiana,
biodiversidade e tipo de cobertura vegetal (OLIVEIRA; REGITANO, 2009; OLIVEIRA
etal., 2011).

Atualmente, o estudo da dindmica de agrotdxicos no ambiente é realizado de
acordo com trés processos principais: retencdo, transformacdo e transporte. Esses
processos ditam, respectivamente, a disponibilidade do pesticida na solucdo do solo, a
sua persisténcia e o seu local de depdsito no ambiente (Figura 02) (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; OLIVEIRA et al., 2011). O processo de retencdo refere-se a habilidade
do solo em reter um substrato, no caso um agrotoxico, diminuindo sua disponibilidade na
solucéo do solo e, portanto, evitando que ele se mova na matriz deste. Desta forma, a
retencdo acaba por controlar indiretamente os processos de transformagdo quimica e
bioldgica (regulando a quantidade de material disponivel para interagir com a biota), e o
transporte do agrotoxico para a atmosfera (por volatilizagdo) e para 0 meio aquatico, tanto
superficial, por escoamento superficial, quanto subterraneo, por lixiviagao, por imobilizar
0 composto na matriz do solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; OLIVEIRA; REGITANO,
2009, OLIVEIRA et al., 2011).
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O processo de transformacdo/degradacdo dos agrotoxicos refere-se as mudancas
na natureza quimica da molécula por processos fisicos (fotodecomposi¢do), quimicos
(oxidacdo-reducdo, hidrolise, formacdo de sais insollveis em &gua e complexos
quimicos) ou bioldgicos (degradacdo microbiologica). A degradacdo de modo geral €
importante por reduzir o nivel de residuo dos agrotdxicos no solo sendo que as
transformacdes quimicas e biologicas sdo 0s processos mais importantes na degradacao
destes compostos no solo. Para o agrotoxico ser degradado, quimica ou biologicamente,
esse deve estar na solucao do solo, ou fracamente adsorvido (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006; OLIVEIRA; REGITANO, 2009, OLIVEIRA et al., 2011).

Figura 2. Processos e transformagdes que regulam a persisténcia, o destino e os
impactos potenciais de xenobidticos no solo.
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Fonte: MOREIRA; SIQUEIRA, 2006.

Com relagdo a persisténcia destes compostos no solo, considera-se que residuos

de agrotdxicos no solo sdo quaisquer substancias resultantes da sua aplicagdo. Podem
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incluir produtos de degradacdo (metabolitos), além da prépria molécula do agrotoxico. A
persisténcia é normalmente medida pela meia-vida do composto que depende de fatores
relacionados com as propriedades quimicas e fisicas do solo, atividade da populacéo de
microrganismos e de praticas culturais. Assim, o destino final dos agrotdxicos, tanto no
solo como na &gua, depende do somatdrio de processos envolvidos na sua dissipacdo ou
movimentacdo dentro dos diferentes compartimentos (PRATA et al., 2000; GEVAO et
al., 2000, OLIVEIRA; REGITANO, 2009).

4.6 Os Microrganismos do Solo: Impacto e Degradacéo dos Agrotoxicos

Devido a elevada diversidade bioldgica e metabodlica, os organismos do solo,
principalmente bactérias e fungos, desempenham papel central na decomposi¢do da
matéria organica, producdo de humus, ciclagem de nutrientes e energia. Além disso,
participam da producdo de compostos complexos que contribuem para a agregacdo do
solo, decomposicdo de contaminantes (xenobidticos) e controle bioldgico de pragas e
doencas (MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006).

As bactérias e fungos sdo considerados 0s principais responsaveis pela
transformacéo dos agrotoxicos no solo, em especial dos herbicidas, sendo que as taxas de
degradacdo sdo influenciadas pela biomassa microbiana ativa e disponibilidade do
composto para a biodegradacdo (BEIGEL et al., 1999). O termo biodegradacéo refere-se
a transformacdo bioldgica de um composto quimico orgéanico para outra forma. Esta
transformac&o pode envolver mudancas estruturais na molécula ou ainda envolver vérias
reacOes sequenciais, implicando a perda ou alteracdo da toxicidade da molécula
(MONTEIRO, 1996).

Na biodegradacdo, os microrganismos exibem diferentes estratégias para
assimilacdo ou metabolismo de um substrato, que sdo: Catabolismo, onde o agrotdxico
serve como fonte de energia e nutrientes resultando no aumento da biomassa microbiana
e na reducdo consideravel do residuo; Cometabolismo, onde o agrotoxico ndo é utilizado
como fonte de energia, mas € transformado por reagdes metabdlicas e o crescimento
microbiano exige a presenca de um substrato secundario biodegradavel, como fonte de
carbono e energia; Polimerizacdo ou conjugacdo, que consiste na combinacdo de
compostos naturais do solo com as moléculas do agrotéxico ou seu metabélito; Acamulo,

que representa a incorporagdo da molécula original do agrotdxico ao microrganismo; e
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efeitos secundarios da atividade microbiana como alteragdes de pH e potencial redox
(ALEXANDER, 1981; MUSUMECI, 1992; ARAUJO, 2002).

O manejo da biodegradacédo de contaminantes, como por exemplo, agrotdxicos no
solo, faz parte de um conjunto de processos e a¢es denominados de biorremediacéo, que
podem ser utilizados para a biotransformacéo de um ambiente contaminado de volta ao
seu estado original (THASSITOU; ARVANITOYANNIS, 2001). Segundo Caprez (2002
apud PASSQOS, 2006), os processos de biorremediacdo utilizam organismos (plantas ou
microrganismos), especialmente selecionados por meio de suas funcdes catabdlicas, para
degradacdo de substancias toxicas presentes no solo e &gua, onde eles degradam o
poluente transformando-o em biomassa, agua, didxido de carbono e outros componentes
toxicologicamente inertes. O intuito da biorremediacdo é minimizar o impacto das
substancias recalcitrantes no ambiente, criando condic¢Ges favoraveis ao crescimento e a
atividade microbiana. Para tanto, existem diversas técnicas que podem ser aplicadas,
dentre elas:

1) Atenuacdo Natural ou Biorremediacdo Intrinseca: nesta técnica é utilizada a
microbiota do proprio local para realizar a biorremediacdo. Essa estratégia pode-se
resumir em trés eventos basicos: 1) ocorréncia de biotransformacgdo dos contaminantes
por populagbes microbianas indigenas; 2) sor¢do do contaminante com a matriz ou fases
minerais que tornam o composto menos biodisponivel e, por conseguinte, menos toxico
aos ecossistemas e 3) perda da toxicidade por diluicdo ou volatilizacdo
(FRANKENBERGER; KARLSON, 1991).

2) Bioestimulacao: essa estratégia é semelhante a Atenuacdo Natural. A diferenca
é gue sao adicionados ao sistema alguns macronutrientes, como nitrogénio e fésforo, a
fim de estabelecer relacdes entre carbono, nitrogénio e fosforo, adequadas para 0 aumento
das populacbes microbianas e, consequentemente, aumento significativo das taxas de
degradacédo do contaminante (EVANS et al., 2004; TRINDADE et al., 2005).

3) Bioaumentagéo: visa melhorar a capacidade de uma matriz contaminada, a fim
de remover contaminantes por meio da adi¢do de uma linhagem isolada ou de consorcios
de microrganismos potencialmente degradadores. O in6culo a ser utilizado pode ser
selecionado do proprio local contaminado (autoctone) ou de outros ambientes impactados
(exdgeno) (FANTROUSSI; AGATHOS, 2005).

Além da escolha da técnica adequada, 0 sucesso de um processo de
biorremediagdo depende de inumeros fatores, dentre eles pode-se destacar a bioquimica

e biodisponibilidade do contaminante bem como de uma microbiota competente em
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degradar o poluente (BLACKBURN; HAFKER, 1993). Estudos tém demonstrado o
isolamento de vérias espécies de fungos e bactérias, bem como a utilizacdo destes
microrganismos isoladamente ou em associacdo para biorremediacdo de solos
contaminados com agrotoxicos.

Ermakova et al. (2010) realizaram um estudo de biorremediacdo de solos
contaminados com glifosato. Primeiramente isolaram cepas bacterianas resistentes ao
glifosato, de outras amostras de solos adicionadas com este agrotoxico. As bactérias
obtidas foram Arthrobacter sp. e Ochrobactrum anthropi. Foram introduzidas no solo as
suspensdes microbianas 10° UFC/g de cada cepa e mantido um controle, sem adi¢io de
microrganismos. Os resultados demonstraram que apds a introdug@o das bactérias a taxa
de degradagdo do glifosato foi maxima durante a primeira semana e no final de 28 dias o
teor de glifosato diminuiu 75,2%, com a acdo de Arthrobacter sp., enquanto que O.
anthropi reduziu 61,5%. Os autores concluiram que a toxicidade de solos contaminados
com glifosato pode ser reduzida por meio da introdugdo de espécies degradadoras de
glifosato e a manutencdo de sua alta atividade degradadora, com a otimizacdo das
condicoes de seu habitat.

Mais recentemente, Dellamatrice et al. (2012) utilizaram os fungos
basidiomicetos: Pleurotus ostreatus € Phanerochaete crysosporium, pertencentes a
Colecao de Culturas do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), na
remediacdo de solo agricola, com historico de aplicacdo de agrotoxico, contendo os
agrotoxicos paraquat, clorotalonil e deltametrina. O experimento foi realizado em
laboratodrio, com a introdugdo de surfactantes para aumentar a degradagao desses produtos
no solo. Observou-se degradagcdo completa de paraquat ao final de 42 dias de incubacao,
com a aplicagdo do surfactante. O agrotoxico clorotalonil foi degradado
predominantemente por P. crysosporium (85%), a partir dos 30 dias de incubagdo,
enquanto o pesticida deltametrina ndo foi degradado significativamente em relagdo ao
controle.

Silva e Rondon (2013), utilizaram o fungo Fusarium moliniforme isolado de
Bambusa vulgaris (Poaceae), na biorremediacdo de Roundup®. Foram inoculadas 5x10°
conidios/ml do fungo, em 12 mL de Roundup®, adicionado de solu¢do nutritiva. Apés 21
dias de incubagao, observaram que houve um aumento significativo da UFC, quando
comparado com o controle (Roundup® com acréscimo de agua destilada) indicando a

importancia da bioestimulag¢do inicial por acréscimos de nutrientes ao processo. Os
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autores concluiram que F. muliniforme se adaptou bem na presenca dos contaminante e pode
ser utilizando na eliminag¢ao do agrotéxico do meio.

Gongalves (2013), estudou a biorremediacdo de solo contaminado com
terbutilazina, com base na bioadi¢do de Pseudomonas sp. As cepas foram isoladas
anteriormente de solo contaminado com o agrotoxico. O experimento foi realizado em
laboratério, com solo sem histérico de aplicagdo de agrotoxico, adicionado de
terbutilazina (0,10 mg/g de solo). Apds foram inoculadas nesse solo, 3 x 10® UFC de
Pseudomonas sp, por grama de solo e obtiveram cerca de 20% de mineralizacdo do
agrotoxico ao fim de 7 dias. Com inoculacio de 3 x 107 UFC/g solo obtiveram 40% e
com 3 x 108 UFC/g solo resultou em cerca de 60% de mineralizagdo, ou seja, verificou-
se que a porcentagem da taxa de mineralizagdo da terbutilazina aumentou, provavelmente

em relacdo ao aumento da inocula¢do de UFC de Pseudomonas sp, por grama de solo.

4.7 Glifosato

O glifosato, também conhecido como N-(fosfonometil)glicina (Figura 3) é um
herbicida pos-emergente, sistémico, ndo seletivo, hidrossoltvel e de amplo espectro. Sua
molécula foi descoberta em 1971 por J. E. Franz e introduzida comercialmente em 1974,
na Europa, com o nome comercial de Round up® (GROSBARD; ATKINSON, 1985). E
amplamente utilizado tanto em areas agricolas, quanto urbanas, em todo 0 mundo. Em
2013 a comercializacdo mundial de glifosato contabilizou um total de US$ 5,460 bilhdes
e estima-se que até 2019 deve atingir um montante de US$ 8,79 bilhGes (GOTTEMS,
2014). No Brasil, a partir do principio ativo, esse herbicida é comercializado sob a forma
de diferentes sais, como o sal potassico, sal de isopropilamina e o sal de amdnio
(ANVISA, 2014). O glifosato é diluido em meio aquoso, sendo muito pouco soltvel em
acidos organicos e praticamente insolivel em outros solventes orgénicos. Se apresenta
bastante estavel em presenca de luz, fundindo-se a 200 °C, com estabilidade a altas
temperaturas (60 °C) (FRANZ et al., 1997). Apresenta ainda, capacidade de atuar como
acido fraco e base fraca, dependendo do pH do meio, 0 que o caracteriza como um
zwitterion (PRATA, 2000).
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Figura 3. Formula estrutural do agrotoxico glifosato.
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Fonte: ANVISA, 2011.

O glifosato é absorvido principalmente através das folhas de plantas e é
translocado por toda a planta através do floema (ROBERTS, 1998; TOMLIN, 2006). O
glifosato inibe competitivamente uma enzima critica da via do chiquimato, a 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS). Esta enzima desempenha um papel
fundamental na biossintese do intermediario corismato, necessario para a sintese dos
aminoacidos essenciais fenilalanina, tirosina e triptofano. Consequentemente, ocorre
reducdo na sintese de proteinas, provocando o término do crescimento e eventualmente,
rompimento e morte celular, levando a morte da planta em 4 a 20 dias (FRANZ et al.,
1997).

Esta via de biossintese de aminoacidos aromaticos é encontrada em plantas, bem
como fungos e bactérias, mas ndo em insetos, aves, peixes, mamiferos e seres humanos,
proporcionando assim uma toxicidade especifica para espécies de plantas (AMARANTE
et al., 2002; MORAES; ROSSI, 2010). Apesar do glifosato (principio ativo) ser citado
como pouco toxico, os surfactantes presentes nas formulacGes comerciais, em especial as
etilaminas, podem apresentar toxicidade igual ou maior que o principio ativo. Assim, ha
diversas evidéncias de efeitos deletérios no ambiente e em animais, principalmente
devido a resisténcia adquirida por algumas espécies de plantas espontaneas, ap0s 0 uso
prolongado do agrotoxico, bem como, a acdo em enzimas especificas de organismos
animais. Na maioria dos casos, este herbicida ndo é metabolizado pela planta, razdo por
que ndo apresenta seletividade. Somente variedades geneticamente alteradas para tal séo
resistentes ao glifosato. Desta forma, praticamente toda a concentragcdo do ingrediente
ativo aplicado chega ao solo na sua forma original (FRANZ et al., 1997; AMARANTE
etal., 2002; TOMLIN, 2006; MORAES; ROSSI, 2010; PRATA, 2000).

Quando o glifosato é aplicado, parte do produto € diretamente absorvido, ficando
nas plantas espontaneas e parte € encaminhada para o solo. A sor¢do/adsorcdo de
herbicidas no solo € um processo importante, uma vez que determina quanto do herbicida

ficara retido no solo e quanto estard disponivel na solucdo do solo (persisténcia). O
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composto livre no solo é degradado rapidamente, enquanto que na sua forma adsorvida
tem sua degradacdo desacelerada, ou muitas vezes ndo apresenta sinais de degradacao,
podendo permanecer no solo por varios anos (MORAES; ROSSI, 2010).

No solo, o glifosato é caracterizado pela sua alta capacidade de ser adsorvido pelas
particulas do solo (CHEAH et al., 1997). Varios mecanismos de ligacdo tém sido
indicados para a adsorgdo desse herbicida, tais como forcas de van der Waals, formacéo
de pontes de hidrogénio com as substancias humicas do solo, troca idnica (o glifosato
pode apresentar carga positiva e negativa ao mesmo tempo) e formacdo de ligacao
covalente com os 4&tomos metalicos dos 6xidos do solo (semelhante & adsor¢éo especifica
dos fosfatos inorganicos) (Figura 4) (PICCOLO et al.,, 1994; CHEAH et al.,1997;
PICCOLO etal., 1996; PRATA et al., 2000; TONI et al., 2006).

Figura 4. Mecanismos envolvidos na sor¢ao do glifosato.

Interagao eletrostatica Forgas de van der Waals

"1----""-. . -
................. e e A
i |

OHFe o H i H

Fa g || | ng | ,% O

‘Covalente dativa™ 9 —pP —C — NH, —C —=C

: dupla K ?

/ P, | | | \\0_

.‘-.,. / ! [e) H H ng _‘.>'

[—% Pante de hidrogénia E '\ ‘

Fonte: PRATA et al., 2000.

Uma vez adsorvido, o glifosato pode ficar como residuo ligado, permanecendo no
ambiente até sua degradacdo ou mineralizacdo, que pode durar dias ou meses,
dependendo das caracteristicas do solo (textura, pH, conteido de carbono organico, entre
outras) (TONI et al., 2006). Devido a todas essas variaveis, cada solo apresenta uma
caracteristica fisico-quimica diferente e provavelmente apresentara distintas formas de
interagcdo com o glifosato.

Em relagdo a influéncia das caracteristicas dos solos na sor¢do do glifosato,

estudos demonstram em solos argilosos, pode ocorrer maior sorcdo do que em solo
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arenoso. Essa diferenca pode ser relacionada aos minerais de argila, presentes nos solos
argilosos, que podem ser responsaveis pela sor¢ao. Ainda, a retencéo pode ser relacionada
ao conteudo de argila e a capacidade de troca de cations dos solos ou também devido a
presenca de Oxidos metélicos (SPRANKLE et al., 1975; GLASS, 1987; ARANTES,
2007).

Outro fator importante que determina a presenca deste produto no solo séo os
niveis de atividade microbiana (FRANZ et al., 1997), uma vez que 0s microrganismos
sdo os principais responsaveis pela degradacao do glifosato. Aproximadamente 50% da
molécula original pode ser metabolizada em 28 dias, chegando a 90% em 90 dias
(MORAES; ROSSI, 2010). Portanto, a meia-vida do glifosato no solo é bastante ampla,
variando de menos de uma semana até anos e parece depender, em parte, da extensdo da

ligacdo ao solo e do nivel de atividade microbiana.

4.8 Biodegradacio do Glifosato

A degradacdo microbiana de herbicidas ¢ influenciada por diversos fatores, dentre
eles as caracteristicas fisicas e quimicas do solo (como nutrientes, pH do solo,
temperatura, umidade e profundidade) e da propria molécula (tamanho, estrutura quimica,
grupos funcionais, carga elétrica), que podem favorecer sua maior ou menor persisténcia
(SOUZA et al., 1994; HANEY et al., 2000). De maneira geral, os solos tropicais possuem
uma microbiota mais ativa, que favorece uma degradacao mais rapida do composto,
diminuindo assim, sua meia-vida no ambiente. Além disso, horizontes superficiais do
solo, rico em matéria organica, apresentam atividade bioldgica mais ativa, promovendo a
decomposicdo rapida do herbicida, enquanto que em horizontes mais profundos, a
degrada¢do da molécula ¢ mais lenta em fun¢do da menor atividade microbiologica nas
camadas mais profundas do solo (MORAES; ROSSI, 2010).

O padrdo de degradacdo da molécula do glifosato no solo é muito variavel,
dependendo do grupo de microrganismos presentes, das suas exigéncias nutricionais, dos
seus sistemas enzimaticos, que usam o produto como fonte de energia, fésforo, nitrogénio
e carbono. Como relatado por Silva et al. (2003), a biodegradacéo do glifosato pelos
microrganismos dos solos resulta em produtos de metabolizagdo cujo comportamento
ambiental e efeitos toxicos ainda sdo pouco conhecidos. Segundo Liu et al. (1991),
existem duas vias principais de degradagéo microbiana do glifosato: na primeira ocorre a

clivagem da ligacdo C-P do composto, por acdo da enzima C-P liase, produzindo
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sarcosina que pode ser degradada ao aminoacido glicina, e entdo a carbono, que é
incorporado em alguns aminoacidos como serina, cisteina, metionina, histidina e nas
purinas (PIPKE et al., 1987). Entre os microrganismos conhecidos e descritos na literatura
como degradadores desse herbicida por esta rota estdo Pseudomonas sp., Arthrobacter
sp., Agrobacterium radiobacter, Rhizobium meliloti ( WACKETT; ELLIS, 1999; LIU et
al., 1991).

Ja na segunda rota, acontece a clivagem da molécula produzindo o &cido
aminometilfosfénico (AMPA) (Figura 5). O acido aminometilfosfénico (AMPA) é o
metabolito principal do glifosato. Sua solubilidade em agua (20 °C) é maior que 105 mg/L
(SANCHO et al., 1996). Eventualmente, ocorre decomposi¢cdo do AMPA em &gua,
dioxido de carbono, aménia e fosfato (FORLANI et al., 1999; ARAUJO, 2002; GOMEZ
et al., 2008). Pode ocorrer ainda, a desfosforilacdo do AMPA através da acdo da enzima
C-P liase originando metilamina e formaldeido (LERSB et al., 1990). Arthrobacter
atrocyaneus, Achromobacter sp. e Flavobacterium sp. sdo alguns microrganismos que
realizam a degradacdo de glifosato por esta via (OBOJSKA et al., 2002). Dick e Quinn
(1995) sugerem que a via da sarcosina é a preferida pelos microrganismos, no entanto

ocorre a presenca de AMPA em alguns casos.
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Figura 5. Rotas de degradacao do agrotdxico glifosato.
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Fonte: AMARANTE et al., 2002.

Diversos estudos tém sido realizados para constatar as formas e 0s mecanismos
de degradacdo do glifosato por microrganismos do solo. Como resultado é possivel
constatar a habilidade de metabolizacdo do herbicida por diversas espécies de bactérias,
dentre elas diversas linhagens de Escherichia sp., Klebsiella sp., Shigella sp.,
Enterobacter sp., Serratia sp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Agrobacterium sp.,
Bacillus sp. e Arthrobacter sp., entre outras, que sdo capazes de utilizar glifosato como
fonte de fosforo, nitrogénio e carbono (KRZYSKO; ORLIK, 1997).

Além das bactérias do solo, alguns fungos, como por exemplo, 0S géneros
Rhizopus sp., Trichoderma sp., Mucor sp., Neosartorya sp., Fusarium sp. e Penicillium
sp. foram identificados como sendo capazes de utilizar o glifosato como fonte de fésforo
ou carbono para seu desenvolvimento (KRZYSKO; ORLIK, 1997). Eman et al. (2013),

identificaram 24 isolados fungicos do solo pertencentes aos géneros Aspergillus sp.,
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Penicillium sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Bipolaris sp., Rhizopus sp., Trichoderma
sp. e Rhizoctonia sp. capazes de crescer em meio mineral enriquecido com glifosato.

Sobre o impacto do glifosato na populagdo microbiana, Araujo et al. (2003)
demonstraram em estudo sobre a biodegradacédo do glifosato no solo, que as populacdes
de fungos e actinomicetos tiveram um aumento significativo com a presenca do glifosato,
enquanto que as bactérias permaneceram em numero constante durante um periodo de
incubacéo de 32 dias.

Anteriormente, Wardle e Parkinson (1990) isolaram quarenta e dois fungos a
partir de solo adicionado de glifosato (002, 0,02 e 0,2 mg/g). As espécies Mucor hiemalis,
Fusarium oxysporum, e Penicillium nigricans permaneceram em nimero constante em
todas as concentracdes testadas. Mortierella alpina, Trichoderma harzianum e
Arthrinium sphaerospermum tiveram aumento populacional significativamente
estimulado pelo glifosato, enquanto Cladosporium cladosporioides apresentou
diminuigéo populacional nas concentragdes mais elevadas de glifosato.

Em relacdo a utilizacdo do glifosato como fonte de nutrientes e energia por
microrganismos, Castro (2006) avaliou a utilizacdo de glifosato como fonte de carbono,
fésforo e nitrogénio em meio Czapeck adicionado de 100 mg/L de glifosato por fungos
filamentosos do género Fusarium. Observou que houve crescimento das cepas utilizando
glifosato como fonte de nitrogénio. No entanto, como fonte de fésforo ndo foi
significativamente utilizado e como fonte de carbono, nenhuma cepa cresceu sem adi¢édo
de 10% de glicose ao meio.

Ainda, Zabaloy et al. (2008) avaliaram o crescimento de 20 cepas de rizdbios
quanto a utilizacdo de glifosato (50 mg/L), como fonte de nutrientes em meio mineral
liquido. Destas, apenas uma cepa (Bradyrhizobium sp.) apresentou crescimento utilizando
glifosato como fonte de carbono.

Os estudos sobre utilizagdo do glifosato como fonte de carbono pelos
microrganismos auxiliam na escolha de métodos viaveis na geracéo de dados associados
a biodegradacgdo, fundamentais a elaboracdo de referéncias quanto a biodegradabilidade
de determinadas substancias. Ao mesmo tempo, estudos sobre caracterizacdo e perfil de
microrganismos especificos que realizam a biodegradacédo de glifosato podem fornecer
subsidios as tomadas de decisdo estratégicas na escolha da técnica de biorremediagéo
mais adequada (LOPES et al., 2014).
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5 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no laboratério de Microbiologia, Fisiologia
Vegetal e Bioquimica e Genética, da Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS,

Campus Laranjeiras do Sul — PR.

5.1 Glifosato

Neste trabalho foi utilizado o agrotoxico glifosato em sua formulagdo comercial
Round up® com concentracdo 360 g/L de principio ativo. Para 0s ensaios
microbiologicos, o glifosato foi esterilizado utilizando-se filtro de membrana

microporosa (0,2 um).

5.2 Coletas das Amostras de Solo

As amostras de solo foram coletadas em uma propriedade particular, de
aproximadamente 17 ha, localizada no municipio de Laranjeiras do Sul-PR, coordenadas
geograficas 25°41°68,4” N, 52°43°55” L (Figura 6). Foi escolhida uma &rea de lavoura
(plantio direto) homogénea, que tem recebido aplicacBes periddicas de glifosato para
manejo de diferentes culturas ha aproximadamente 15 anos, para a realizacdo da
prospec¢do de microrganismos. Para tanto, foram feitas 12 coletas de amostras simples,
de aproximadamente 100 g, em pontos aleatdrios em um caminhamento ziguezague, com
profundidade de 0-10 cm. Estas foram reunidas em um recipiente esterilizado, a medida
que foram sendo coletadas. Ao final, as amostras foram misturadas até obter uma amostra
composta homogénea (IAPAR, 1996). Desta amostra foram retiradas duas amostras de
500 g e colocadas em sacos plasticos de grau alimenticio. Uma amostra foi transportada
em caixa térmica com gelo e mantida a 4° C até o isolamento dos microrganismos. A
outra amostra foi enviada para o Laboratorio de Analise de Solos UTFPR/IAPAR, para
analises quimicas e fisicas (ANDRIGHETT]I, 2011).
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Figura 6. Imagem via satélite do local de coleta das amostras de solo, no municipio de
Laranjeiras do Sul - PR.

Fonte: Google Maps. Dezembro de 2015.

5.3 Isolamento dos Microrganismos

O procedimento de isolamento dos microrganismos cultivaveis, com potencial de
degradacdo de glifosato, foi realizado segundo Meyer (2011), com modificacGes. A
amostra de solo (500 g) foi transferida da caixa térmica para a geladeira, sob mesma
temperatura e mantida por 48 h. Apoés esse periodo, foi realizada a primeira inoculacao.
Para isso, foi separada 25 g da amostra, de forma aleatdria e retirado 1 g de solo, inoculado
em erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de MM (RICHARD; VOGEL, 1999),
composigdo de macronutrientes KCI 0,7 g/L; KH2POs4 2 g/L; Na2HPO4 3 g/L; NH4NOz 1
g/L; e de micronutrientes (1 mL por litro), composicdo: MgSOs 4 g/L; FeSO4 0,2 g/L;
MnCl 0,2 g/L; CaCl, 0,2 g/L, pH 7,2, contendo 100 mg/L de glifosato. Posteriormente,
o erlenmeyer foi incubado sob agitacdo horizontal a 150 rpm, a temperatura de 28 °C. A
cada 5 dias foi realizada a transferéncia subsequente de 1 mL do frasco inicial, para novo
frasco sob as mesmas condic@es, totalizando 15 dias, para assegurar que o crescimento
microbiano ocorresse as expensas do glifosato como Unica fonte de carbono.

Apos diluicdo seriada decimal, foi realizado inoculacdo da amostra, utilizando a

técnica de espalhamento em superficie, em agar sabouraud para os fungos e agar nutriente
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para as bactérias, enriquecidos com 100, 200 e 300 mg/L de glifosato. Foram inoculadas
nas placas as dilui¢des 10, 102 e 107 para fungos e 107, 10 e 10" para bactérias, em
triplicata, para cada concentracao de glifosato e incubadas em estufa a 28 °C por 48h para
bactérias, 5 dias para fungos. As bactérias, leveduras e fungos filamentosos que
apresentaram diferencas visuais foram isolados e armazenadas em tubo de ensaio com
volume de 10 mL de agar inclinado, nutriente (bactérias) e sabouraud (fungos), com 300
mg/L de glifosato, sob a mesma temperatura e posteriormente armazenados a 4° C, até a

préxima etapa do experimento.

5.4  Preparo do pré-indculo

O ind6culo bacteriano foi padronizado para a realizacdo do estudo de degradacgéo
de diferentes concentracdes de glifosato por isolados bacterianos. A partir dos isolados,
foi transferido uma algada para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de Caldo
Nutriente, adicionado de 300 mg/l de glifosato, incubados em agitador horizontal, a
28 °C, a 150 rpm por aproximadamente 48 h. Apos, as culturas foram centrifugadas a
3000 rpm para obtencdo do pellet que foi ressuspenso em MM. Este procedimento foi
repetido 3 vezes para remoc¢do de residuos do meio de crescimento. O indculo foi
padronizado por meio da concentracdo 0,5 da escala McFarland (aproximadamente
1,5x108 células/mL).

O in6culo fungico foi preparado para realizar o experimento de avaliagdo da
capacidade de degradacdo e selecdo dos fungos filamentosos potencialmente
degradadores de glifosato. A partir de culturas fangicas, crescidas por 7 dias, em tubos
contendo agar Batata Dextrose, BDA, com 300 mg/L de glifosato, incubadas em estufa,
a 28 °C, foi retirado, com auxilio da alca de platina, uma amostra do micélio e inoculada
no centro da placa de Petri, contendo MM solidificado (1,5% éagar-a4gar) com 300 mg/L
de glifosato.

5.5 Estudo de degradacao de diferentes concentracdes de glifosato por isolados

bacterianos.

Para avaliar a capacidade de degradacéo de diferentes concentracGes de glifosato
pelas bactérias, foram realizados testes utilizando o indicador redox 2,6 diclorofenol
indofenol (DCPIP) (MEYER et al., 2012) que possui a capacidade de mudanca de
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coloracdo de azul para incolor, quando ocorre a liberacdo de elétrons no meio em virtude
da oxidagédo da fonte de carbono (glifosato). O DCPIP atua como aceptor artificial de
elétrons (HANSON et al.,1993). O indicador foi adicionado ao meio mineral esterilizado
e o resultado obtido foi avaliado pela determinacdo colorimétrica em comprimento de
onda de 600 nm.

O procedimento foi conduzido em placas de polietileno de 96 pogos, contendo em
cada poco 5x108 UFC/mL de in6culo bacteriano acrescido de 210 pL de meio minimo
mineral contendo o indicador DCPIP com as diferentes concentrac6es de 300, 500 e 700
mg/L de glifosato. Nos controles negativos, ndo foram adicionados indculo para
verificagdo de perdas abioticas. O experimento foi incubado a 28 °C, de forma estatica e
determinada a concentracdo de DCPIP oxidado em 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 e 120h.

As concentracGes de DCPIP (g/L) oxidado nos experimentos foram calculadas
utilizando-se uma curva analitica padrdo (abs x [DCPIP]), sendo a degradacéo bioldgica
determinada pelos valores obtidos da diferenca das bactérias e seus controles. A
velocidade de oxidacdo, em modulo, (Equacéo 1) foi determinada em funcéo do médulo
da variacdo da concentracdo de DCPIP oxidado em diferentes intervalos de tempo pré

determinados.

Equagdo 1.

| _|A[1DCPIP|

V4
| * Atempo

5.6 Avaliacdo da capacidade de degradacdo e selecdo dos fungos filamentosos
potencialmente degradadores de glifosato

Para avaliar a capacidade de crescimento microbiano e capacidade de degradagéo
do glifosato pelos fungos filamentosos previamente isolados, foi realizado plaqueamento
em MM solidificado com 1,5% agar-agar contendo de 300 mg/L de glifosato, por meio
de uma inoculagdo pontual no centro da placa de Petri. Os cultivos foram mantidos em
estufa a 28 °C por 14 dias, sendo medido o diametro da area recoberta pelo fungo, a cada
24 horas durante 14 dias, com auxilio de uma régua milimetrada. Foram realizadas seis

medidas radiais em cada tempo, por placa, sendo que e o experimento foi realizado em
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triplicata, em seguida realizada a média das medidas por tempo, para cada uma das
triplicatas. Posteriormente foi calculada a velocidade de crescimento radial (VCR) por

meio de regressdo linear dos raios das colonias, utilizando-se a equacao 2.

Equacao 2

rit)=a+ VCR.

Onde r € o raio (mm), t € o tempo (h) e VCR é a velocidade de crescimento radial
(mm/h) (COLLA et al., 2008).

Os fungos que apresentaram maiores velocidades foram selecionados para a etapa

posterior do trabalho.
5.7 Identificacéo dos Isolados

Para a identificacdo dos isolados bacterianos foi realizada a coloracdo de Gram.
Os fungos isolados que apresentaram maiores velocidades de crescimento, foram
identificados quanto ao género, por visualizacdo em microscopio 6tico e comparagdo com
a literatura (BARNETT; HUNTER, 1998), apds a coloracdo de ldminas, preparadas pela

técnica de microcultivo, em meio BDA sem adicdo de glifosato (RIDELL, 1950).
5.8 Analises Estatisticas

Os dados, representados pela média e desvio padrdo, foram avaliados quanto a
normalidade e a homocedasticidade por meio do teste de Shapiro Wilk e teste de Hartley,
nesta ordem. Os dados referentes a contagem em placas apresentaram normalidade e
homocedasticidade, os dados da VCR e do crescimento dos fungos, ndo corresponderam
aos requisitos, sendo estes transformados, utilizando »’rx+0,5. Apos a transformacéo, 0s
dados da VCR atingiram os requisitos, porem os dados do crescimento dos fungos néo.
Assim, os dados da contagem em placas e VCR, foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e as comparacdes entre as médias, foram realizadas pelo Teste de Tukey e

Teste de Scott-Knott, respectivamente. Para andlise do crescimento dos fungos, foram
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feitas anélises ndo paramétricas, utilizando teste Kruskal-Wallis, com pés teste Nemenyi
(Tukey), utilizando o software R versdo 3.1.0.

Na anélise das médias da velocidade de crescimento das bactérias, os dados foram
normais, segundo o teste de Kolmogorov e Smirnov. Dessa forma, foram submetidas a
andlise de variancia (ANOVA) e as comparacdes entre as médias foram realizadas pelo
Teste de Tukey, utilizando o programa GraphPad InStat. As diferencas encontradas foram

consideradas estatisticamente significativas para um p < 0,05.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Coleta e analise fisico-quimica das amostras de solo

As amostras de solo foram coletadas em marco de 2015. Foi realizada a
classificacdo fisico-quimica do solo e conforme os dados apresentados na Tabela 2, o
mesmo caracteriza-se como solo argiloso, apresentando alto teor de matéria organica,
fosforo, potassio e magnésio. Este alto teor de argila (82,50%) pode ocasionar maior
capacidade de sorcdo de herbicidas as particulas do solo, devido a elevada superficie
especifica desses minerais, que podem se ligar ionicamente ao grupo carboxilico na
estrutura do glifosato. Outros fatores como pH e teor de matéria organica também podem
influenciar nesse processo (OLIVEIRA; REGITANO, 2009).
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Tabela 2. Composi¢ao fisico-quimica da amostra de solo coletada com profundidade de
0-10cm.

Determinacéo Solo

pH em CaCl (1:2,5) 5,70

Matéria Organica (g.dm™) 52,27

P (mg.dm™) 12,55

K (cmole.dm™) 0,38

8 Ca (cmole.dm?®) 8,20

g Mg (cmolc.dm) 4,20

H+Al (cmolc.dm™) 3,52

Saturacio por bases (cmolc.dm) 12,78

Saturacdo por bases V (%) 78,40

CTC 16,30

Argila (%) 82,50

s Areia (%) 2,60

2 Silte (%) 14,90
Tipo 3 Argiloso

O pH determina a forma i6nica predominante do agrotdxico na solucdo do solo,
atuando na dissociacdo dos grupos acidos e aminos. Este carater anfotero possibilita ao
glifosato se ligar aos grupos funcionais com cargas positivas (principalmente dos 6xidos
de Fe e Al) e com cargas negativas (principalmente da matéria organica e dos minerais
de argila silicatadas) da superficie dos solos (OLIVEIRA; REGITANO, 2009). O pH do
solo amostrado foi em torno de 5,7. Deste modo, apresenta a possibilidade de trés
dissociagdes do glifosato, conforme descrito na Figura 7. Isso pode implicar em uma
maior disponibilidade de cargas negativas nas moléculas de glifosato, que podera alterar
suas interagdes com o solo, positivamente carregado e consequentemente, ficar menos
biodisponivel. Por outro lado, em solos mais béasicos, ricos em espécies negativamente
carregadas, podem ocasionar diminuicdo na adsor¢do do glifosato no solo, devido a
presenca de trés oxigénios negativos (dissociados), resultando em maior repulsdo

eletrostatica entre o glifosato e o solo (TONI et al., 2006) e ficando, portanto,
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biodisponivel para ser utilizado pelos microrganismos do solo. Logo, se um processo de
biorremediacéo fosse aplicado diretamente neste solo, 0 mesmo deveria ser tratado, a fim
de corrigir seu pH.

O solo analisado apresentou alta concentra¢do de matéria organica (52,27 g.dm)
e em altas concentracBes, como é o caso deste solo, pode ter um papel importante na
retencdo do glifosato na matriz do solo. O glifosato ocasiona a desagregacdo das
moléculas que compde a matéria organica (substancias humicas), devido a presenca das
maultiplas pontes de hidrogénio que podem ocorrer entre varios grupos acidos e grupos
contendo oxigénio, presentes em ambas moléculas (TONI et al., 2006; MIANO et al.,
1992; PICCOLO et al., 1994).

Figura 7. Dissociagdo do glifosato, de acordo com seu comportamento zwiterionico.

Fonte: AMARANTE et al., 2002.

As caracteristicas fisico-quimicas do solo e também do glifosato sdo importantes
para entender o processo de retencdo deste agrotoxico no solo. Estas, por sua vez,
controlam os processos de transformacéo quimica e bioldgica e o transporte no ambiente.
Dessa forma, o conhecimento dessas caracteristicas e do processo de retengdo precisam
ser consideradas quando se planeja realizar qualquer estudo de biorremediacdo de
glifosato no solo, uma vez que a retencdo atua na disponibilidade biologica do

contaminante.

6.2 Isolamento e Selecdo dos Microrganismos Potencialmente Degradadores

Como pode ser observado na Tabela 3, ndo foram encontradas diferengas

significativas na contagem tanto de bactérias quanto de bolores e leveduras apds o periodo

47



de incubacdo, considerando as diferentes concentracOes de glifosato utilizadas (100, 200
e 300 mg/L). Este resultado sugere que o aumento nas concentragdes testadas do
agrotoxico no meio de incubacdo ndo influenciou o numero de microrganismos
encontrados. Provavelmente estes microrganismos estejam adaptados ao agrotoxico
utilizando o contaminante como fonte de energia, sem sofrer com seus efeitos toxicos
nessas concentracdes, devido a se tratar de uma area com historico de aproximadamente

quinze anos de aplicacdo intensiva de glifosato.

Tabela 3. Quantificagdo de microrganismos presentes em diferentes concentracdes de
glifosato.

Glifosato (mg/L) (UFC/g solo)**

Bacterias (Incubadas por 48 h)

100 41,16 x 10°+ 3,532

200 55,80 X 10°+ 4,472

300 58,50 x 10°+ 4,472
Fungos (Incubados por 5 dias)

100 17,16 x 10° + 1,08 2

200 20,33 x 10%+£1,782

300 12,00 x 10% + 1,082

*Meédias + desvio padrdo de trés repeticdes, seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade de erro.
** UFC = Unidade formadora de col6nia.

Neste sentido, outros trabalhos também demonstraram que ndo houve alteracao
da contagem de microrganismos isolados de solos com historico de aplicacdo de
diferentes concentracBes de glifosato. Aradjo (2002) observou em estudo sobre
biodegradacao de glifosato em um solo com histérico de aplicacdo do herbicida, que o
namero de bactérias presentes no inicio e ao final de 32 dias de incubacdo com 2,16 mg/kg
de glifosato adicionado ao solo, permaneceu constante. Mais recentemente, Andrighetti
et al. (2014) também nédo observaram alteracdes significativas no nimero de bacterias
isoladas de um solo com historico de aplica¢do de glifosato ha 29 anos, adicionado de
2,52 mg/kg de glifosato, apds 32 dias de incubacdo. Adicionalmente, o glifosato ndo
apresentou nenhum efeito sobre o nimero de actinomicetos e de esporos fungicos quando
amostras de solo foram incubadas por 27 dias em diferentes concentracdes de glifosato
(0a0,2mg/g) (WARDLE; PARKINSON, 1990). Ainda, em experimento sobre o nUmero
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de microrganismos em solo exposto ao glifosato, Ratcliff et al. (2006) relataram que o
namero de esporos fungicos foi levemente aumentado, enquanto que bactérias e hifas
fangicas nao foram afetadas apos o periodo de 30 dias de incubacdo, com adicdo de 0 a
50 e 5000 mg/kg de glifosato ao solo. Weaver et al. (2007) também ndo observaram efeito
significativo na abundancia de espécies de fungos em solos com adic¢do de 0,140 mg/g de
glifosato. Os resultados apresentados quanto a contagem de microrganismos na presenca
de glifosato estdo de acordo com o relatado na literatura e indicam que mesmo dobrando
ou triplicando a concentracdo desse agrotoxico, ndo caracterizou um efeito negativo no
ndmero de microrganismos.

Posteriormente, foi realizado o isolamento dos microrganismos presentes nas trés
diferentes concentracdes que apresentaram diferencas visuais na morfologia colonial.
Obteve-se como resultado do isolamento: 25 bactérias, 6 leveduras e 18 fungos
filamentosos.

Do total das 25 bactérias inicialmente isoladas (identificadas de BO1 a B25), 10
ndo apresentaram crescimento quando cultivadas na presenca de 300 mg/L de glifosato,
apos 24 h de incubacdo, provavelmente devido a ndo tolerarem uma concentracdo mais
elevada do agrotoxico. Foram realizados testes de coloracdo de Gram com as 15 cepas
que permaneceram Vviaveis ap6s 18 h de incubacdo (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Morfologia das cepas bacterianas isoladas na presenca de 300 mg/L de
glifosato.

Bacteria Forma Gram
B03 Bacilo Negativo
BO05 Bacilo Positivo
B06 Bacilo Negativo
B07 Bacilo Negativo
BOS8 Bacilo Negativo
B09 Bacilo Negativo
Bl11 Bacilo Positivo
B12 Coco Bacilo Positivo
B14 Bacilo Positivo
B17 Coco bacilo Negativo
B19 Coco bacilo Negativo
B20 Bacilo Negativo
B22 Bacilo Positivo
B24 Coco bacilo Negativo
B25 Bacilo Negativo
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Tabela 5. Frequéncia da coloragdo e da forma das cepas bacterianas isoladas na
presenca de 300 mg/L de glifosato.

Forma/Gram Quantidade Frequéncia
Bacilo positivo 4 26%
Bacilo negativo 7 47%

Coco bacilo positivo 1 7%
Coco bacilo negativo 3 20%
Total 15 100%

Analisando os dados da Tabela 5, duas formas bacterianas foram identificadas:
bacilos e coco bacilos, havendo predominio da primeira forma. Além disso, observou-se
maior quantidade de gram negativos, tanto para bacilos quanto para coco bacilos. Do
mesmo modo, Tarouco (2009 apud ANDRIGHETTI, 2011), verificou que a maioria das
bactérias isoladas de solos contaminados com glifosato eram gram-negativas com
formato bastonete. Esse resultado pode ser justificado em razéo de que as bactérias séo o
grupo de microrganismos que, em geral, apresentam maior biomassa nos solos. Além
disso, a maioria das bactérias gram-negativas pertencem ao Filo Proteobacteria, sendo o
maior e mais diverso dentro do dominio Bacteria (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Durante o armazenamento 9 bactérias — B03, B05, B14, B17, B19, B20, B22, B24
e B25 e 4 fungos — F15, F16, F17 e F18 perderam a capacidade de crescer em agar
nutriente e agar sabouraud, respectivamente, acrescido de 300 mg/L de glifosato. Isso
pode ter sido provocado por diversos fatores como mutag¢fes naturais, toxicidade do
glifosato ou ainda, pode ter ocorrido o processo de repressdo catabdlica
(PAPANASTASIOU; MAIER, 1982; MANGAT; ELEFSINIOTIS, 1999).

Segundo Pham et al. (2004), herbicidas podem causar efeitos tdxicos em
microrganismos por induzir um aumento do estresse oxidativo e consequentes danos a
membrana celular, proteinas e DNA. A repressdo catabolica ocorre quando o0s
mecanismos de regulacdo da expressdo dos genes necessarios para a utilizacdo de fontes
secundarias de carbono pelos microrganismos sdo bloqueados pela presenca de um
substrato preferido. Este tipo de processo pode ser observado na presenca de diversos
agrotéxicos (PAPANASTASIOU; MAIER, 1982; MANGAT; ELEFSINIOTIS, 1999).
Na maioria das bactérias, a repressao catabdlica ocorre por meio das enzimas envolvidas
no transporte e fosforilacéo de agucares, que desempenham um papel essencial na geracao
de sinais intracelulares levando a transducgéo dos diferentes mecanismos para repressao
catabdlica (STULKE; HILLEN, 1999). Logo, podem ter ocorrido algum destes processos,

levando a supressdo da capacidade de degradagédo do glifosato no presente trabalho.
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Esses microrganismos que ndo sobreviveram no meio contendo 300 mg/L de
glifosato, ndo foram selecionados para as etapas subsequentes, uma vez que a estabilidade
fisioldgica da linhagem de um microrganismo de interesse é importante para que ele se

mantenha estavel ao longo de todas as etapas envolvidas (SCHMIDELL et al., 2001).

6.3 Avaliagédo do crescimento e identificagdo dos fungos filamentosos

No presente trabalho foram isolados 18 fungos com caracteristicas miceliais
diferentes e destes, 14 permaneceram viaveis. Os quatorze fungos foram avaliados quanto
a capacidade e velocidade de crescimento radial usando glifosato como Unica fonte de
carbono (Figura 8 a; b). Como pode ser observado, até as primeiras 48 h de incubacéo
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas no crescimento radial, no
entanto, apos este periodo, o fungo F6 apresentou crescimento estatisticamente superior
aos demais até o tempo 120 h. Ap06s isso, o fungo F12 e o F6 se igualaram e continuaram
superiores aos demais. A partir do tempo 216 h, o fungo F12 apresentou crescimento
estatisticamente maior em relacdo aos demais, permanecendo assim, até o final do
experimento. Além destes, os fungos F10, F11, F13 e F4, apresentaram taxas de
crescimento diferentes estatisticamente entre si, porém elevadas, na maioria dos tempos.
Ja os fungos F3, F5, F7, F8 e F9 apresentaram um perfil moderado de crescimento
(estatisticamente iguais entre si), enquanto que os fungos F1, F2 e F14 nédo cresceram e
foram estatisticamente iguais entre si. Para os fungos que ndo cresceram, podem ter
ocorrido distdrbios nos processos energéticos, de biossintese ou de divisdo mitética
ocasionados pelo agrotoxico (KRZYSKO-LUPICKA; SUDOL, 2008; BUNDGARD-
NIELSEN; NIELSEN, 1995) ou ainda, ser caracteristica genética do fungo apresentar
crescimento mais lento. Esses microrganismos poderiam possuir a capacidade de
acumular, transportar o glifosato e tolera-lo, mas sem apresentar a capacidade de degrada-
lo e utiliza-lo como fonte exclusiva de energia (WARDLE; PARKINSON, 1990; DICK;
QUINN, 1995).

E importante ressaltar que, nesta abordagem experimental, as concentracdes de
glifosato utilizadas foram mais elevadas do que as relatadas em outros estudos com
fungos (KRZYSKO — LUPICKA e ORLIK, 1997; WARDLE e PARKINSON, 1990;
EMAN, 2013). Baseado no exposto, pode-se sugerir que estes fungos sdo microrganismos

altamente promissores para serem utilizados em estudos futuros de biorremediacao.
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Figura 8. Crescimento radial micelial. (a) e (b) Média da medida dos raios das
triplicatas em mm/h, MM contendo [glifosato] = 300 mg/L. Barra de erros representa o

desvio padrao.
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Como pode ser observado na Tabela 6, foi possivel identificar oito géneros de
fungos filamentosos e dois falsos fungos que possivelmente utilizaram glifosato como
unica fonte de carbono.

O grupo de organismos denominado genericamente de “fungos” ¢ bastante
diversificado filogeneticamente e possui representantes dos trés reinos: Protozoa,
Chromista e Fungi (ALEXOPOPULOS et al., 1996). Os Reinos Protozoa e Chromista,
abrigam algumas Classes que possuem morfologia e modo de vida semelhante aos
fungos. De acordo com a classificacdo da 10? edicdo do Dictionary of the Fungi (2008) e
do Internacional Code of Botanical Nomenclature (2006), considera-se que os falsos
fungos, representados neste trabalho como F11 e F13, pertencem portanto ao Reino
Chromista e possivelmente a classe Oomycetes (AMORIM et al., 2011). Os oito demais
fungos identificados, pertencem ao Reino Fungi e fazem parte dos fungos verdadeiros
(AMORIM et al., 2011). Os géneros Fusarium sp., Aspergillus sp., Geotrichum sp.,
Penicillium sp., Cladosporium sp. e Trichoderma sp. pertencem ao Filo Ascomycota.
Esses seis géneros, apresentam como caracteristica basica a formacéo, apos a meiose, de
esporos sexuais, 0s ascésporos, dentro de uma estrutura em forma de saco, o asco. O
género Rhizoctonia sp. pertence ao Filo Basidiomycota, possuem em comum uma
estrutura reprodutiva denominada basidio, que produz os basididsporos, analogos aos

ascosporos, mas sdo produzidos fora do basidio (PELCZAR et al., 1997).

Tabela 6. Identificagdo em nivel de género dos fungos isolados que apresentaram
crescimento em MM com glifosato (300 mg/L) como tnica fonte de carbono.

Fungos Género
F3 Cladosporium sp.
F4 Geotrichum sp.
FS5 *n.d
F6 Fusarium sp.
F7 Trichoderma sp.
F8 Penicillium sp.
F9 Rhizoctonia sp.
F10 Penicillium sp.
F11 Falso fungo
F12 Aspergillus sp.
F13 Falso fungo

*n.d = género ndo determinado.
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Como pode ser observado na Figura 9 (a), o micélio do fungo do género
Aspergillus sp., apresentou aspecto da coldnia de cotonosa a aveludada. No inicio, branco
no centro e verde nas bordas e com o passar do tempo a cor verde predominou. Ainda, a
col6nia apresentou contorno regular com bordos inteiros. De acordo com Pefia (1998), o
género Aspergillus sp. apresenta uma ampla variacdo na coloragéo, sendo encontradas
colonias com coloragGes em tons de verde, amarelo, cinza, marrons, preto e branco. Com
relacdo ao microcultivo (Figura 9b), foi possivel observar o conididforo tipico e fialides
com a presenca de conidios (AMORIN et al., 2011). As coldnias do género Penicillium
sp. também apresentaram aspecto cotonoso e aveludado. Uma das col6nias (Figura 11a)
apresentou no inicio, coloragdo branca e com o tempo foi ficando amarelada com algumas
manchas verde-claro. A outra colénia (Figura 10a) apresentou colora¢do branca
levemente esverdeada nas bordas. Esses resultados estdo de acordo com as caracteristicas
relatadas por Pefia (1998) para esse género, que comumente apresenta colonias de
crescimento rapido, filamentosas, lanosas ou com textura cotonosa. S&o inicialmente
brancos e, em seguida, tornam-se azul-verde, cinza-verde, verde-oliva, cinza ou
amarelada ou rosa, com o tempo. Assim como o género Aspergillus sp., também foi
possivel observar no microcultivo de Penicillium sp. (Figuras 10b e 11b) o conidiéforo e
fidlides com a presenca de conidios (AMORIN et al., 2011).

Figura 9. (a) Crescimento micelial de Aspergillus sp. em agar BDA, sem glifosato. (b)
Microcultivo em agar BDA, sem glifosato, aumento microscopio optico 1000X.
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Figura 10. (a) Crescimento micelial de Penicillium sp. em dgar BDA, sem glifosato. (b)
Microcultivo em agar BDA, sem glifosato, aumento microscopio optico 1000X.

Figura 11. (a) Crescimento micelial de Penicillium sp. em agar BDA, sem glifosato. (b)
Microcultivo em agar BDA, sem glifosato, aumento microscopio optico 1000X.

O género Geotrichum sp., apresentou morfologia colonial aveludada, hialina e
quando volumosa branca, com contorno irregular e bordos ciliados (Figura 12a). Em
relacdo ao microcultivo, ndo foram observados conidi6foros e conidios organizados em
forma de cadeia (Figura 12b) (BARNETT; HUNTER, 1998). Dessa forma, foi possivel
identificar este género pela presenca de hifas hialinas ramificadas que podem se
fragmentar em esporos, denominados artroconidios (ANVISA, 2004). Pertence a ordem
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Saccharomycetales (INDEX FUNGORUM, 2015), esta presente em ambientes diversos
e pode causar doengas em plantas e animais (BARNETT; HUNTER, 1998).

Figura 12. (a) Crescimento micelial de Geotrichum sp. em dgar BDA, sem glifosato.
(b) Microcultivo em agar BDA, sem glifosato, aumento microscopio optico 1000X.

O género Fusarium sp. exibiu crescimento micelial rapido, com coldnia de
aspecto cotonoso, primeiramente com coloracdo branca e aos poucos, surgimento de
coloragdo roxa no meio (Figura 13a). Segundo Barnett e Hunter (1998), em geral, 0o
género Fusarium sp. apresenta micélio extenso e cotonoso, muitas vezes com algum tom
de rosa, roxo, ou amarelo no meio. Observou-se no microcultivo a presenca de esporos
com extremidades pontiagudas, ligeiramente curvados (BARNETT; HUNTER, 1998)
(Figura 13b). Este género faz parte da ordem Hypocreales e apresenta ampla gama de
espécies patogénicas (AMORIN et. al., 2011).
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Figura 13. (a) Crescimento micelial de Fusarium sp. em agar BDA, sem glifosato. (b)
Microcultivo em agar BDA, sem glifosato, aumento microscopio optico 1000X.

O género Cladosporium sp., apresentou colénia com aspecto aveludado,
coloragéo verde-escuro, topografia cerebriforme e contorno regular (Figura 14a). Pode-
se observar em relacdo ao microcultivo, esporos de coloracdo verde escura, ovoides,
tipicamente em forma de lim&o. Foi observada a presenca de conididéforos, de coloracdo
verde-escuro, eretos, ramificados proximo ao apice e agrupados (BARNETT; HUNTER,
1998) (Figura 14b). O género Cladosporium sp., pertence a ordem Capnodiales (INDEX
FUNGORUM, 2015) e pode causar algumas doencas em plantas e animais (BARNETT;
HUNTER, 1998).

Figura 14. (a) Crescimento micelial de Cladosporium sp. em agar BDA, sem glifosato.
(b) Microcultivo em agar BDA, sem glifosato, microscopio optico 1000X.
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Para o0 género Trichoderma sp., foi observada colonia com caracteristica
aveludada, de coloragdo verde-escuro, contorno irregular e bordos denteados (Figura
15a). No microcultivo, foi possivel observar conidiéforos ramificados, com fidlides em
grupos, esporos ovais, em cachos terminais de pequeno porte, com manchas verdes
(BARNETT; HUNTER, 1998) (Figura 15b). Este género pertence a ordem Hypocreales
e sdo em sua maioria, saprofitos do solo ou de madeira com algumas espécies relatadas
como parasitas em outros fungos (AMORIN et al., 2011; BARNETT; HUNTER, 1998).

Figura 15. (a) Crescimento micelial de Trichoderma sp. em agar BDA, sem glifosato.
(b) Microcultivo em agar BDA, sem glifosato, aumento microscépio optico 1000X.

O género Rhizoctonia sp., pertencente a ordem Cantharellales, apresentou colonia
cotonosa e aveludada, com bordos regulares, coloragdo branca no meio e bordos cinza
escuro (Figura 16 a). Em relagdo ao microcultivo, verificou-se a presenca de hifas
septadas, bem definidas e foram observados mais de dois nucleos dentro de cada célula
vegetativa da hifa, sendo entdo, classificada como multinucleada (OLIVEIRA et al.,
2014) (Figura 16 b). Esse género ocorre exclusivamente na forma micelial, ndo
produzindo esporos, sobrevive no solo por meio da formacdo de esclerddios. Na Figura
16 (c), foi possivel identificar os esclerddios, que sao estruturas resistentes, formadas por
agregados compactos de hifas somaticas e massas arredondadas (AMORIN et. al., 2011;
BARNETT; HUNTER, 1998).
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Figura 16. (a) Crescimento micelial de Rhizoctonia sp. em dgar BDA, sem glifosato.
(b) e (c) Microcultivo em agar BDA, sem glifosato, aumento microscopio 6ptico
1000X.

Os falsos fungos F11 e F13, apresentaram aspecto da coldnia semelhante a um
fungo filamentoso verdadeiro (Figura 17 a e b). Em relagdo ao microcultivo, foi possivel
observar a formacao de zo6sporo e esporangio (Figura 17 c e d) (AMORIN et. al., 2011).
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Figura 17. (a) Crescimento micelial de falso fungo F13 em agar BDA, sem glifosato.
(b) Crescimento micelial de falso fungo F11 em agar BDA, sem glifosato. (c¢)
Microcultivo F13 em 4gar BDA, sem glifosato, aumento microscopio optico 1000X. (d)
Microcultivo F11 em dgar BDA, sem glifosato, aumento microscopio 6ptico 1000X.

Apos avaliada a capacidade de crescimento dos fungos e realizada a identificagdo
dos mesmos, foi calculada a velocidade de crescimento conforme apresentado na Tabela
7.
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Tabela 7. Velocidade de crescimento radial dos fungos, em mm/h.

Fungos VCR (mm/h) Géneros
F3 0,73 £0,00 © Cladosporium sp.
F4 0,75+ 0,01 ¢ Geotrichum sp.
F5 0,72 0,00 © n.d.**
F6 0,80 +0,01° Fusarium sp.
F7 0,74+ 0,01 ¢ Trichoderma sp.
F8 0,73+0,01 ¢ Penicillium sp.
F9 0,73 £0,00 ¢ Rhizoctonia sp.
F10 0,78 £0,00 ¢ Penicillium sp.
F11 0,77+ 0,01 ¢ Falso fungo
F12 0,83 +£0,02% Aspergillus sp.
F13 0,76 = 0,00 ¢ Falso fungo

* Medias + desvio padrdo de trés repeticGes, seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de
Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
**n.d = género ndo determinado.

Os géneros dos fungos filamentosos que apresentaram maior velocidade de
crescimento, foram Aspergillus sp. (F12), seguido de Fusarium sp. (F6), Penicillium sp.
(F10) e um falso fungo (F11), com terceira maior velocidade de crescimento. Os fungos
Geotrichum sp. (F4) e um falso fungo (F13), apresentaram quarta maior velocidade. Cabe
ressaltar que os fungos F11 e F13 pertencem ao grupo dos falsos fungos. Com a menor
velocidade de crescimento, foram identificados os fungos pertencentes aos géneros
Cladosporium sp. (F3), Trichoderma sp. (F7), Penicillium sp. (F8) e Rhizoctonia sp. (F9).

Com relacdo aos estudos de degradacdo de glifosato por fungos autdctones,
Wardle e Parkinson (1990) avaliaram o crescimento das seguintes espécies de fungos
isolados de solo com uso de glifosato: Mucor hiemalis, Fusarium oxysporum, Penicillium
nigricans, Mortierella alpina, Trichoderma harzianum, Sphaerospermum arthrinium e
Cladosporium cladosporioides, em meio agar malte adicionado de glifosato (002, 0,02 e
0,2 mg/g). Das especies testadas, somente P. nigricans teve seu crescimento
significativamente estimulado na presenca de glifosato enquanto C. cladosporioides foi
inibido na presenca do herbicida. Além disso, os géneros Rhizopus sp., Mucor sp.,
Neosartorya sp. e Trichoderma sp. foram capazes de crescer em meio Martin modificado
suplementado com glifosato (16,91 mg/mL) como a Unica fonte de carbono (KRZYSKO
— LUPICKA; ORLIK, 1997).

Considerando a qualidade e quantidade dos fungos autoctones presentes em solo
contaminado com glifosato, Krzysko — Lupicka e Sudol (2008) fizeram experimento com

a incubacdo de solo em meio mineral Czapeck adicionado de 169 mg/L de glifosato. Apos
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30 dias de incubacdo foram identificados os géneros: Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Penicillium sp., Cladosporium sp., Trichoderma sp., Mucor sp. e Scopulariopsis sp. Ap6s
180 dias de incubacéo, apenas os fungos pertencentes ao género Fusarium: Fusarium
solani e Fusarium oxysporum, conseguiram suportar a seletividade da acdo do agrotoxico
em uma faixa de concentragdes de 84,5 mg/L a 253,65 mg/L de glifosato. No entanto, o
crescimento das espécies de Fusarium foi inibido na concentracdo de 338,2 mg/L de
glifosato.

Nas condi¢cbes experimentais do presente trabalho, a partir de todos os fungos
isolados, apenas trés ndo foram capazes de crescer na alta concentragcdo de glifosato
utilizado (300 mg/L). Estes resultados demonstram que 0s géneros que apresentaram
velocidades de crescimento elevadas estdo adaptados a este agrotdxico e o solo amostrado
continha uma grande variedade de potenciais degradadores de glifosato, provavelmente,
por se tratar de uma area que ja fazia uso intensivo do herbicida a 15 anos, o que acabou
adaptando os microrganismos presentes naquele ambiente. Além disso, Sailaja e
Satyaprasad (2006) observaram que o glifosato estimulou o crescimento de fungos sem
influenciar o nimero de espécies presentes a partir de uma amostra de solo, predominando
Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. e Trichoderma sp.

Recentemente, Correa (2014) realizou a identificacdo de géneros flungicos
tolerantes ao glifosato, isolados de uma amostra de solo da floresta amazonica, e obteve
como resultado os géneros: Penicillium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp.
Adicionalmente, o género Aspergillus sp. foi identificado como melhor degradador em
diferentes concentracdes de glifosato (0, 50, 100, 200 e 300 mg/L) a partir de amostras de
solos provenientes de fazendas na Arabia Saudita (EMAN et al., 2013).

Estes resultados sugerem que o uso recorrente de glifosato pode influenciar na
qualidade da microbiota do solo, em virtude da frequéncia em que 0s mesmos géneros
aparecem na literatura (KRZYSKO — LUPICKA; SUDOL, 2008; CORREA, 2013;
SAILAJA; SATYAPRASAD, 2006). No entanto, o género Geotrichum sp., isolado neste

estudo, aparece como uma excec¢éo entre os degradadores de glifosato.

6.4 Avaliagdo preliminar de degradacao de glifosato pelos isolados bacterianos

Na etapa de preparo do indculo, foram inoculadas nos frascos erlenmeyers as
cepas B3, B6, B8, B9, B11, B12, B17 e B20, no entanto somente as cepas B6, B7, B8,
B9, B11 e B12 apresentaram crescimento e, portanto, foram utilizadas para os testes de
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degradacdo. As cepas que ndo cresceram possivelmente perderam a capacidade de
degradar o glifosato, ou este tornou-se toxico a elas na concentragéo utilizada.

Como pode ser observado na Figura 17 e Tabela 8, a velocidade de degradagao de
DCPIP, foi estatisticamente maior que as demais, nas primeiras 6 h, para as bactérias B6
e B12, sendo estas iguais estatisticamente. As bactérias B7, B8 ¢ B6 obtiveram maiores
velocidades nos periodos de 6 a 12, 12 a 24 e 24 a 48 h respectivamente. Apos as 48 h,
todas apresentaram reduc¢do na velocidade e apenas a B8 apresentou velocidade
significativamente maior, em relagdo as demais.

Com relacdo a concentracao 500 mg/L (Figura 18 e Tabela 9), observou-se, que a
cepa B12 apresentou estatisticamente maior velocidade de degradacdo no tempo 0 a 6 h,
sendo que apos 12 h reduziu consideravelmente. A cepa B7 obteve a segunda maior
velocidade de degradacdo e também apresentou diminui¢do apds o mesmo intervalo de
tempo. A cepa B11 apresentou velocidade estatisticamente maior que as demais no tempo
6 a 12 h, enquanto que no tempo 12 a 24 h, a B8 foi a que mais se destacou, se
diferenciando das demais. No intervalo de 24 a 48 h, o isolado B6 apresentou a maior
velocidade, estatisticamente diferente das demais. Apos 48 h, pode-se observar que todas
as bactérias diminuiram a velocidade de degradacao.

Para a concentracdo de 700 mg/L de glifosato (Figura 19 e Tabela 10), os valores
das velocidades de todas as bactérias foram relativamente mais baixos, em comparagéo
com as outras concentracdes, demonstrando que estas cepas podem ter sofrido inibicdo a
medida que a concentracdo de glifosato aumentou. As cepas B8 e B11 apresentaram
velocidades maiores estatisticamente, que as demais, no periodo de 0 a 6 h. Em geral,
todas as bactérias tiveram uma queda na velocidade no periodo de 6 a 24 h e apds, a
velocidade comecou a subir novamente até 96 h. Esses resultados demonstram que devido
a concentracdo de glifosato ser mais elevada, o tempo de adaptacdo ao meio (fase lag) foi
um pouco maior, em relacdo as concentragdes mais baixas, indicando que as mesmas
comegaram a sofrer com a toxicidade do meio. Verificou-se, a partir destes resultados,
que os isolados bacterianos investigados neste trabalho apresentaram capacidade de
degradacéo, tendo em vista os resultados encontrados por Zabaloy et al. (2008) que
analisaram o crescimento de 20 cepas de rizébios quanto a utilizacdo de glifosato (500
mg/L), como fonte de nutrientes em meio mineral liquido. Destas, apenas uma cepa
(Bradyrhizobium sp.) apresentou crescimento utilizando glifosato como fonte de carbono.
Ainda, Partoazar et al. (2011), avaliou utilizag&o do glifosato como fonte de carbono (500

mg/L) em meio mineral, por bactérias isoladas de um solo contaminado com este
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agrotoxico em comparacdo com um solo ndo contaminado. Perceberam que ocorreu
aumento na populagdo microbiana, isolada do solo com historico de aplicacdo de
glifosato, em relacdo a populacdo microbiana do solo ndo contaminado. Nesse mesmo
trabalho, os autores sugeriram que as bactérias do solo contaminado, foram adaptadas ao

efeito toxico do glifosato e que elas foram capazes de utiliza-lo como fonte de nutriente.

Figura 18. Média da |velocidade| de oxidagdo de DCPIP (g/L/h) x10°, na presenca de
300 mg/L de glifosato. Barra de erros representam o desvio padrao.
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Tabela 8. Média da |velocidade| de oxida¢io de DCPIP (g/L/h) x10°, na presenca de 300

mg/L de glifosato.
Bactérias

Tempo B6 B7 B8 B9 B11 B12

0-6 18,87 +12,58a 14,73+4,78ab  6,20+2,59bc 6,37+536bc  2,09+2,35c  20,68+6,98a

6-12 9,47 +5,67 ab 13,03+6,72a  0,45+0,20c  0,65+0,08c  3,03+421bc  9,61+541ab
12-24 0,60 + 0,06 b 2,4141,43 b 12,01+2,27a 2,72+2,50b 9,92+1,85a 1,37+0,38b
24-48 30,50 +6,96 a 1,50+2,35b 0,56 +0,01b  0,54+0,23b 0,28+0,08b 0,77 +1,40b
48-72 2,19+2,58 a 0,00 0,00 a 0,16+2,53a 0,43+0,03a 0,76 + 0,06 a 0,23+0,08a
72-96 2,06 £ 0,81 bc 2,48+0,70bc  8,85+626a 7,22+165ab 490+196abc  0,34+0,07c
96-120 | 308+1,59ab  3,61+352ab  6,07%2,73a 2,39+2,66ab  2,90+1,92ab  0,24+0,59b

*Meédias + desvio padrdo de trés repeti¢cdes, seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade de erro.

Figura 19. Média da |velocidade| de oxidagdo de DCPIP (g/L/h) x10°, na presenga de
500 mg/L de glifosato. Barra de erros representam o desvio padrio.

Vel. (g/L.h)

40 -

w
o
1

N
(¢]
1

N
o
1

=
()]
1

=
o
1

6 -12

12 - 24

24 - 48

48 -72

Intervalo de tempo (h)

72 - 96

I B6
@ B7
I B3
B9
I B11
[C1B12

96 - 120

(b)

65



Tabela 9. Média da |velocidade| de oxida¢io de DCPIP (g/L/h) x10°, na presenca de 500

mg/L de glifosato.
Bactérias

Tempo B6 B7 B8 B9 B11 B12

0-6 4,73+2,68cd 22,23+80lab 13,44+2,33bc  1,12+0,20d 9,82+6,55cd 27,40+11,21a

6-12 3,66+2,69b  3,07+357b 1,21+0,27b  0,93+0,12b 11,26+3,46a 6,51+582ab
12-24 0,96+0,13 b 1,01+0,74 b 573+3,44 a 2,58+1,81lb  1,66+0,13b 1,16+0,16 b
24-48 | 2843+812a  237+1,77b 0,94 0,08 b 0,96+0,18b  0,99+0,14b 1,24+0,24 b
48-72 1,36+1,04a 1,40+1,04a 0,56 +0,31a 1,63+1,09a 1,33+0,78a 0,87+0,37 a
72-96 | 183+131ab  4,57+267a 330+2,40ab  2,32+203ab 1,76+1,05ab  0,78+0,25b
96-120 | 276+1,93ab  1,00+0,14b 4,45+1,76 a 439+165a 3,16+1,96ab  0,86+0,15b

~ *Médias + desvio padrao de trés repeticdes, seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade de erro.

Figura 20. Média da |velocidade| de oxidagdo DCPIP (g/L/h) x10°, na presenga de 700

mg/L de glifosato. Barra de erros representam o desvio padrao.

Vel. (g/L.h)

5 -
4
3- |
27 WAL I
1- | ] i
o 01 il

0-6 6-12 12-24 24-48 48-72 72-96 96-120
Intervalo de tempo (h)

(€)

66



Tabela 10. Média da |velocidade| de oxidagio DCPIP (g/L/h) x10°, na presenca de 700

mg/L de glifosato.
Bactérias

Tempo B6 B7 B8 B9 B11 B12
0-6 | 437+320abc 566+257abc 7,05+3,11ab 1,41+0,84c 899+359a 3,50 +2,39 bc
6-12 | 552%361a  0,91+0,14b  1,1840,22b 0,73+0,26b 0,75%0,16b  1,45%0,39b
12-24 | 080+0,08b  2,75+2,14a 0,69+0,18b 0,77+0,13b 2,22+0,75ab 1,40+0,52 ab
24-48 | 113+0,12b  0,64+0,08b  047+0,08b 3,06+1,03ab 4,48+3,61a 1,08+0,25b
48-72 | 225+159b  433+224ab 1,46+0,80b 530+142a 3,47+237ab 2,17+122b
72-96 | g22+451a 4,65+256ab 6,68+3,8la 662+30la 0,67+034b 3,75+1,80ab
96-120 | 297+2,62ab 2,59+1,64ab 534+1,38a 3,19+2,18ab 0,87+0,16b 1,51+0,29b

*Médias + desvio padrdo de trés repetigc")es; seguidas pela mesma letra na linha, néo diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade de erro.

Figura 21. Percentagem de degradacao de glifosato, expresso em percentual de DCPIP
reduzido*, em 120h.
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* O DCPIP reduzido foi calculado por meio do médulo da diferenca entre a concentragdo final e a inicial,
apos calculado a porcentagem deste valor em relagdo a concentragdo de DCPIP inicial.
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Em geral, todas as bactérias apresentaram as maiores velocidades de degradagao
nas concentragdes de 300 e 500 mg/L e possivelmente, conseguiram degradar o glifosato,
mesmo que parcialmente, em todas as concentragdes testadas. A cepa B8 foi a que mais
se destacou em relagdo a porcentagem de oxidacdo de DCPIP, entre as concentragdes
testadas. Sendo que a mesma, apresentou velocidade estavel, na maioria dos intervalos de
tempo.

Em consonancia com estes resultados, Travaglia et al. (2015) observaram o
crescimento das cepas: Pseudomonas sp. € Azospirillum sp., utilizando glifosato como
fonte de carbono, em meio mineral modificado com glifosato (250, 500 e 1000 mL/L).
As cepas apresentaram maior crescimento na concentragdo 250 mL/L, sendo que o
aumento na concentracdo de glifosato acarretou na diminui¢do do crescimento dos
isolados. Ambas as cepas testadas, na concentragdo 250 mL/L, atingiram crescimento
maximo as 72 h de incubagao.

Ainda, Bazot e Lebeau (2008) realizaram experimento com inoculagdo de
Pseudomonas sp. em meio mineral adicionado de 80 mg/L de glifosato. Estas, foram
capazes de mineralizar o glifosato no prazo de 72 h com uma taxa maxima de degradagdo
de 3,05 mg/L/h. Anteriormente, Dick e Quin (1995) relataram que Pseudomonas sp.
cresceram de forma eficiente utilizando glifosato como fonte de fésforo, em meio mineral
fornecido com glifosato (42,44 mg/L).

Observa-se, com base nas Figuras 17 e 18, que as cepas bacterianas testadas,
possivelmente ndo apresentaram ou tiveram uma fase lag muito breve, com exce¢do da
concentracdo de 700 mg/L de glifosato (Figura 19), que apresentou uma fase lag mais
longa. Nas concentragdes 300 e 500mg/L, a fase logaritmica foi percebida no periodo de
12 a 24h enquanto que em 48h possivelmente ocorreu a fase linear. Apds as 48h, pode-se
perceber o processo de desaceleracdo do crescimento. Diferentemente, Roslycky (1982)
observou que a populagdo de bactérias, isoladas de um solo com histérico de aplicagdao
de glifosato, atingiu valores maximos no periodo de 3 a 14 dias, nas concentragdes de 0,1
a 0,5 mg/g de glifosato. Com base nos resultados apresentados sobre a velocidade de
oxidagao de DCPIP, sugere-se que, as bactérias testadas no presente estudo, sao adaptadas
ao glifosato e podem ser utilizadas em futuros estudos de biorremediagao.

Antagdnico a esses resultados, Forlani et al., (1999) avaliou a utilizagdo de
glifosato, como fonte de carbono, por cepas microbianas isoladas de um solo tratado com

glifosato. A incubagdo foi realizada em meio mineral adicionado de 338 mg/L de
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glifosato. Das 1200 cepas bacterianas isoladas, nenhuma apresentou crescimento na
presenca do glifosato, como unica fonte de carbono ou nitrogénio.

Neste estudo, embora tenha ocorrido interacdo do glifosato com o indicador
DCPIP, observado pela mudanga de coloragao do controle (azul para incolor), de maneira
geral, esse método se mostrou relevante na identificagdo de microrganismos capazes de
degradar glifosato. Esta interagdo observada no grupo controle, possivelmente ocorreu
devido ao carater acido do agrotoxico em pH 7,0 que por sua vez, libera ions HY,

ocasionando a redugao do DCPIP.

CONCLUSAO

v Foi possivel isolar bactérias e fungos cultivaveis de amostras de solo com
historico de aplicacdo de glifosato.

v' Dos 18 fungos filamentosos, potenciais degradadores, 11 apresentaram
crescimento micelial utilizando o glifosato como Uunica fonte de carbono,
pertencentes aos géneros: Aspergillus sp., Cladosporium sp., Geotrichum sp.,
Fusarium sp., Trichoderma sp., Penicillium sp., Rhizoctonia sp., Penicillium sp.,
além de dois falsos fungos e um exemplar que ndo foi possivel determinar o
género.

v O género Geotrichum sp. apareceu como uma excecao entre os degradadores de
glifosato, uma vez que ndo é citado na literatura.

v' Os géneros que mais se destacaram foram: Aspergillus sp. Fusarium sp.
Penicillium sp. e Geotrichum sp. e os dois falsos fungos, sendo que estes podem
ser considerados como promissores para futuros estudos de biorremediacéo.

v Com relagdo as bactérias, foram isoladas 25 cepas morfologicamente diferentes,
possiveis degradadoras de glifosato, destas, seis permaneceram viaveis até o inicio
da realizacdo do experimento de degradagéo.

v' Todas as seis cepas apesentaram velocidade de degradacdo de DCPIP nas
diferentes concentracdes de glifosato testadas, indicando a possivel degradacéo
deste e apresentaram maiores velocidades de degradacao na concentracdo de 500

mg/L.
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v A cepa B8 apresentou maior porcentagem de redugdo de DCPIP e possivelmente
de glifosato, entre as trés diferentes concentracdes, com velocidade estavel na
maioria dos intervalos de tempo.

v" A baixa velocidade de degradacdo de glifosato observada na concentracdo 700
mg/L, indica que o aumento na concentragdo de glifosato no meio pode ocasionar
efeito inibitdrio as cepas bacterianas testadas.

v" Com base nos estudos apresentados, foi possivel concluir que tanto os fungos
quanto as bactérias sdo microrganismos promissores que podem ser utilizados em
técnicas de biorremediacgdo e com isso auxiliar na eliminacéo do glifosato no solo.
Esse processo pode ainda, diminuir o tempo de espera da conversdo da producao

convencional em producéo agroecoldgica nas areas de transicao.
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PERSPECTIVAS

Para dar continuidade nos estudos de biodegradacdo dos microrganismos
autoctones que utilizam glifosato como fonte de carbono, se faz necessaria a finalizagao
da etapa de identificacdo das bactérias quanto ao género/espécie. Além disso, € essencial
a realizacdo de testes de degradacdo com os fungos que se destacaram, em diferentes
concentragdes de glifosato como unica fonte de carbono, visando avaliar a cinética de
degradacao dos mesmos. Complementar os experimentos de otimizacdo do meio de
cultivo para a degradagdo do glifosato.

Ainda, realizar um estudo complementar com analises de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) para identificacdo dos produtos de
degradacdo e com isso, compreender a rota metabolica utilizada pelos microrganismos,
realizar estudos de toxicidade e biodegradagao dos metabolitos formados. Posterior a isso,
verificar a viabilidade em realizar estudos futuros de biorremediagao, seja in situ ou ex

situ, para potencializar a remog¢ao desse agrotoxico de solos contaminados.
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ANEXOS

Curva padréo da concentragdo de DCPIP em g/L.

Absorbancia 600nm

0,38
0,7
0,6
05
0,4
03
02

0,1

0,01

0,02

0,03 0,04
DCPIP g/L

0,05

R?=0,9995

0,06

y =10,744x + 0,0384

0,07

90






