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Resumo

O uso abusivo de glifosato, um dos agrotéxicos mais utilizados no Brasil, esta relacionado a
problemas de saude e ao ambiente, visando fazer um estudo preliminar sobre a interagdo do
agrotéxico com a microbiota, o trabalho teve como objetivo isolar microrganismos e identificar
os fungos filamentosos, possiveis degradadores de glifosato de um solo com uso intensi-
vo deste agrotoxico. Foram coletadas amostras de solo aleatoriamente, homogeneizadas e
transferido para erlenmeyer contendo meio mineral com glifosato. Apds trés transferéncias
subsequentes, (1 mL) a cada cinco dias, a 28° C, foi feita a contagem em placas. Bactérias e
fungos morfologicamente diferentes foram isolados. Destes, foi possivel identificar oito géne-
ros diferentes de fungos. Os Resultados sugerem que os microrganismos isolados sao tole-
rantes e podem apresentar alto potencial de degradagao de glifosato, podendo ser utilizados
em futuros estudos de biorremediacao de solos contaminados com este agrotéxico.
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Abstract

Glyphosate is one of the most commonly used pesticides in Brazil, and it is related to health
issues and environmental problems. Thus, the present study aimed to make a preliminary
study on the interaction of the pesticide with the microbiota, the objective was to isolate fungi
and bacteria, identify the fungi from a glyphosate contaminated soil, which indicate glyphosate
degradation potential. The soil samples were collected randomly, homogenized and trans-
ferred to a flask with mineral medium supplemented glyphosate. Then, we performed three
subsequent transfers, (1 mL) every 5 days, at 28° C, plaque counting was done. Bacteria and
fungi morphologically different were isolated. It was possible to identify eight different genera of
fungi. The results suggest that the isolated microorganisms are tolerant and may present high
glyphosate degradation potential and could be use in further bioremediation studies of soils
contaminated with this pesticide.
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Introducgao

A cada ano tem se verificado o aumento da producao, comercializagao e aplicagao de
agrotoxicos em todo mundo, sendo o Brasil, o maior consumidor desde o ano de 2008
(CARNEIRO, 2015). Dentre os agrotdxicos mais utilizados no Brasil, o glifosato ocupa
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lugar de destaque, podendo causar efeitos negativos na saude de animais, humanos
além de problemas ambientais (CATTANI et al., 2013; CAVALLI et al., 2013; ROUSH,;
TABASHNIK, 1990).

O glifosato pode ser degradado por microrganismos, que podem utiliza-lo como fonte
de energia, fosforo e nitrogénio. Existem duas vias principais de degradagao microbia-
na do glifosato: na primeira, ocorre a clivagem da ligagédo C-P do composto, por agao
da enzima C-P liase, produzindo sarcosina. Na segunda rota, acontece a clivagem
da molécula produzindo o acido aminometilfosfénico (AMPA), principal metabdlito na
degradacao do glifosato, (FORLANI et al., 1999; ARAUJO, 2003; GOMEZ et al., 2008).

Sobre o impacto do glifosato na populagdo microbiana, Araujo (2003) observou em
estudo sobre a biodegradagao do glifosato no solo, que o numero de fungos e actino-
micetos tiveram um aumento significativo com a presenga do glifosato, enquanto que
as bactérias permaneceram em numero constante durante o periodo de incubagao
de 32 dias. Anteriormente, Wardle e Parkinson (1990) isolaram quarenta e dois fun-
gos a partir de solo adicionado de glifosato, as espécies Mucor hiemalis, Fusarium
oxysporum, e Penicillium nigricans, permaneceram em numero constante, em todas
as concentracdes testadas. Mortierella alpina, Trichoderma harzianum, e Arthrinium
sphaerospermum tiveram aumento populacional significativamente estimulado pelo gli-
fosato, enquanto Cladosporium cladosporioides apresentou diminuicdo populacional
nas concentragdes mais elevadas de glifosato.

Os estudos relacionados a biodegradacao de agrotoxicos sao ferramentas importantes
para entender e otimizar a eliminagao desses residuos do ambiente, contribuindo para
futuras técnicas de biorremediacéo, utilizando microrganismos autéctones. Nesse sen-
tido, o trabalho teve como objetivo realizar uma investigagao acerca dos microrganis-
mos presentes no solo, potenciais degradadores do agrotoxico glifosato, provenientes
de uma propriedade com uso intensivo desse agrotoxico no municipio de Laranjeiras
do Sul, Parana — Brasil.

Material e métodos

As amostras de solo foram coletadas em uma propriedade, de aproximadamente 17
ha, localizada no municipio de Laranjeiras do Sul-PR. Foi escolhida uma area de la-
voura homogénea (plantio direto), com uso de glifosato, a aproximadamente, 15 anos.
Foram feitas 12 coletas de amostras simples, em pontos aleatorios em caminhamento
ziguezague, com profundidade de 0-10 cm. Estas foram reunidas em um recipiente
esterilizado, misturadas até obter uma amostra composta homogénea (OLIVEIRA et
al., 1990). O isolamento dos microrganismos foi realizado segundo Meyer (2011), com
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modificagdes. Para a incubacgao foi retirada uma amostra de 25 g, de forma aleatdria.
Dessa ultima amostra, foi retirado 1 g de solo e inoculado em erlenmeyer de 250 mL,
contendo 80 mL de meio mineral minimo (MM1) (RICHARD; VOGEL, 1999), composi-
¢ao de macronutrientes: KCI 0.7 g/L; KH2PO4 2 g/L; Na2HPO4 3 g/L; NH4NO3 1 g/L;
e micronutrientes: 1 mL/L MgS0O4 4 g/L; FeS04 0.2 g/L; MnCI2 0,2 g/L; CaCI2 0.2 g/L,
pH 7.2, contendo 100 mg.L-1 de glifosato. Posteriormente, o erlemeyer foi incubado
sob agitagao horizontal a 150 rpm, a temperatura de 28°C. A cada 5 dias foi realizada
uma transferéncia subsequente de 1 mL do frasco inicial, para novo frasco sob as mes-
mas condi¢cdes. Foram feitas mais duas transferéncias subsequentes, a cada 5 dias,
e incubado sob as mesmas condi¢cdes, para assegurar que o crescimento microbiano
ocorresse as expensas do glifosato, como unica fonte de carbono. Ao final dos 15 dias
foi realizada contagem em placas contendo agar Sabouraud, enriquecidos com 100,
200 e 300 mg.L-1 de glifosato, em triplicata. As placas foram incubadas em estufa a 28
°C/5 dias. Os diferentes microrganismos foram isolados, em agar Sabouraud inclinado,
com 300 mg.L-1 de glifosato, sob a mesma temperatura. Bactérias e fungos morfolo-
gicamente diferentes foram isolados em agar nutriente e sabouraud com 300 mg/L de
glifosato, respectivamente. Destes, os fungos filamentosos, foram identificados quan-
to ao género, por visualizagcdo em microscopio otico e comparagdo com a literatura
(BARNETT; HUNTER, 1998), apds a coloragao de laminas, preparadas pela técnica de
microcultivo. Os dados da contagem de microrganismos, representados pela média e
desvio padrao, foram avaliados por meio da ANOVA e as comparagdes médias, foram
realizadas pelo Teste de Tukey.

Resultados e discussao

Como pode ser observado na Tabela 1, a partir da amostra de solo, foram encontradas
contagens estatisticamente semelhantes, entre as concentragdes de glifosato utiliza-
das. Isto sugere que, mesmo dobrando ou triplicando a concentragdo desse agrotoxi-
co, nao caracterizou um efeito negativo no numero de microrganismos encontrados.
Neste sentindo outros trabalhos também demonstraram que n&o houve alteragdo da
contagem de microrganismos isolados de solos com histérico de aplicagéo de glifosa-
to, Araujo (2003) observou em estudo sobre biodegradagao de glifosato no solo, que o
numero de bactérias presentes no inicio e ao final de 32 dias de incubagéo, permane-
ceram constantes. Provavelmente estes solos, provenientes de areas com histérico de
aplicagao, possua microrganismos adaptados, aos quais, o glifosato ndo apresentaria
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efeitos adversos. Os Resultados apresentados na Tabela 1, sugerem que os micror-
ganismos isolados, também sao adaptados a toxicidade do glifosato, podendo ainda,
utiliza-lo como fonte de nutriente.

Tabela 1. Quantificagédo de microrganismos presentes
em diferentes concentragdes de glifosato.

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

Bactérias (Incubadas por 48 h)

100 41,16 x 10°+ 3,532

200 55,80 x 108+ 4,47 @

300 58,50 x 105+ 4,472
Fungos (Incubados por 5 dias)

100 1716 x 10° £ 1,08 2

200 20,33 x 102+ 1,78 2

300 12,00 x 10% £ 1,082

*Médias + desvio padréo de trés repeticdes, seguidas pela mesma letra na linha, néo di-
ferem entre si pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade de erro.

** UFC = Unidade formadora de colonia.

Em experimento sobre a contagem de microrganismos em solo exposto ao glifosato,
Ratcliff et al. (2006) relatou que esporos fungicos foram levemente elevados, enquanto
que bactérias e hifas fungicas nao foram afetadas apés a adicédo de 50 mg. Kg-1 de
glifosato. Weaver et al. (2007) ndo observaram efeito significativo na abundancia de
espécies de fungos biomarcados, em solos com adi¢do de 0.140 mg.g-1de glifosato.

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

Foram identificados oito géneros de fungos filamentosos e dois falsos fungos que pos-
sivelmente utilizaram glifosato como unica fonte de carbono. De acordo com Amorim
(2011) considera-se que os falsos fungos, pertencem ao Reino Chromista e possivel-
mente a classe Oomycetes. Os oito demais fungos identificados, pertencem ao Reino
Fungi e fazem parte dos fungos verdadeiros. Os géneros encontrados: 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 formacao, apds a meiose, de esporos sexuais, 0s ascésporos, dentro de
uma estrutura em forma de saco, o asco. O género Rhizoctonia sp. pertence ao Filo
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Basidiomycota, possuem em comum uma estrutura reprodutiva denominada basidio,
que produz os basididésporos, analogos aos ascosporos, mas sao produzidos fora do
basidio (PELCZAR et al., 1997).

Cdrrea (2013) realizou a identificagdo de géneros fungicos tolerantes ao glifosato, iso-
lados 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 concentragdes
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).

Conclusao

Neste estudo, foi possivel isolar bactérias e fungos cultivaveis de amostras de solo
com historico de aplicagcéo de glifosato. Dos 18 fungos filamentosos, potenciais degra-
dadores, destes oito foram identificados como pertencentes aos géneros: Aspergillus
sp., Cladosporium sp., Geotrichum sp., Fusarium sp., Trichoderma sp., Penicillium sp.,
Rhizoctonia sp., Penicillium sp., além de dois falsos fungos. Tanto os fungos quanto as
bactérias sdo microrganismos promissores que podem ser utilizados em técnicas de
biorremediacéo e com isso auxiliar na eliminag&o do glifosato no solo.
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