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Apresentacao

A producao de alimentos sempre esteve fundamentada na exploracao
e aproveitamento de recursos naturais, como solo, agua, clima e
biodiversidade. Apenas no final do ultimo século é que o homem
atentou para a necessidade da preservacao e conservacao destes
recursos, buscando desenvolver sistemas agricolas sustentaveis.
No caso dos sistemas de producao de graos, em especial de arroz
irrigado por inundacao, em varzeas de clima subtropical, esta visao
de sustentabilidade engloba, entre outros aspectos, o uso racional
de agrotéxicos, precursor da minimizacao de custos de producao e
de riscos de impacto ambiental negativo, subsidiando questdes de
seguranca alimentar e ambiental.
A fragilidade do agroecossistema orizicola que é rico em recursos
hidricos e solos hidromorficos, reporta aos estudos de comportamento
ambiental de herbicidas usados em aplicacdes sucessivas como
o glifosato, gerando preocupacao com o seu impacto sobre os
microrganismos do solo, responsaveis principais pela degradacao de
agrotéxicos no ambiente. Além disso, o germoplasma microbiano
deve ser preservado, constituindo-se em patriménio genético para
bioprospeccao de novos produtos e processos.
Neste trabalho apresentam-se resultados de uma metodologia para
obtencao de fungos degradadores de glifosato associados a palha de
arroz irrigado cultivado no sistema plantio direto, em varzea subtropical,
no Rio Grande do Sul.
Waldyr Stumpf Junior
Chefe Geral
Embrapa Clima Temperado
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Microrganismos e agrotéxicos

Maria Laura Turino Mattos

Maria do Carmo Ruaro Peralba
Francisco de Jesus Vernetti Junior
leda Baade dos Santos

Introducao

Muitos fatores afetam a ecologia do solo, como herbicidas e outros
agrotoxicos usados na agricultura. Quando os herbicidas sao aplicados
em sistemas agricolas, existe a possibilidade de que suas moléculas
guimicas exercercam efeitos negativos sobre a microflora do solo.
Desta forma, podem influenciar processos como o fluxo de energia

e a ciclagem de nutrientes, alterando a fertilidade do solo (ROSA;
STORANI, 1987). Outros efeitos podem incluir mudancas nos
componentes da biota do solo (bactérias, fungos, actinomicetos, algas
e fauna), bem como nas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas das
populacoes de cada grupo.

Os microrganismos sao capazes de degradar uma grande variedade de
compostos, desde simples polissacarideos, aminoacidos, proteinas,
lipideos, aos materiais mais complexos, como residuos de plantas,
ceras e borrachas (latex), bem como compostos quimicos sintetizados
pelo homem (TORSTENSSON, 1980), como agrotéxicos.

Dos organismos do solo, os fungos sao os organotréficos
primariamente responsaveis pela decomposicao de residuos organicos
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(celulose, hemicelulose, lignina, quitina...) (PAUL; CLARK, 1989). Em
termos de processos e biomassa, os fungos sao também os organismos
dominantes no solo. Em muitos solos, a biomassa dos fungos pode
exceder a de outros organismos juntos (excluindo as raizes de plantas)
por um fator de 10:1 (THORN, 2000), embora os fungos sejam
numericamente de menor prevaléncia em muitos solos (PEPPER et al.,
1996).

Os fungos filamentosos sao os envolvidos na degradacao de substratos
orgénicos e, por sua vez, no comportamento e mitigacao de poluicao.
Com uma diversidade de sistemas enzimaticos, sao importantes
biodegradadores de agrotéxicos. No solo, a populacao de fungos,
medida pela contagem em placas, estd na ordem de 106 g-1 de solo
(PEPPER et al., 1996).

Sistema plantio direto: degradacéao
do glifosfato

Com a implantacao do sistema plantio direto em lavouras de arroz
irrigado no RS, o glifosato passou a ser muito usado nas dessecacoes
de plantas de coberturas cultivadas e de vegetacao nativa, € no
controle de plantas invasoras.

Glifosato (N-(fosfonometil)glicina) € um herbicida sistémico, de

acao total, para aplicacao em pdés-emergéncia, derivado da glicina,
apresentando persisténcia média no solo nas doses recomendadas:

30 a 90 dias, dependendo do teor de matéria organica e da atividade
microbiana (RODRIGUES; ALMEIDA, 1995). Glifosato é degradado

por microrganismos em solos, entretanto, varios metabdlicos tém sido
identificados (SANTOS; FLORES, 1995). Caso estes metabdlicos nao
sejam degradados, irao persistir no solo, tornando-se, desse modo,
recalcitrantes no ambiente.

Em GLEYSSOLO HAPLICO Eutréfico, cultivado com arroz irrigado, no
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Rio Grande do Sul (RS), glifosato permaneceu como residuo ligado
(MATTOS et al., 2002). Deste solo, Mattos et al. (2001 a, b) isolaram
trés espécies de Pseudomonas capazes de degradar o glifosato e seu
metabdlito acido aminometilfosfénico (AMPA). Os autores concluiram
gue neste solo existem populacoes bacterianas indigenas degradadoras
de glifosato.

Em monitoramento realizado por Mattos et al. (2002), em aguas

de lavouras de arroz irrigado, no municipio de Jaguarao, RS, foi
detectado o acido aminometilfosfénico (AMPA), principal metabdlito da
degradacao do glifosato, em dguas de canais de irrigacao, até 120 dias
apo6s a aplicacao deste herbicida em lavouras. Niveis de glifosato foram
detectados abaixo do limite maximo permitido pela Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (700 ug L-1).

A presenca do herbicida glifosato na microbacia hidrografica do

arroio Passo do Pilao, com éareas de cultivo em semeadura direta, foi
investigada por Silva et al. (2003) em amostras de agua coletadas em
15 pontos deste arroio, nos periodos de 30 e 60 dia apés a aplicacao
do herbicida. As concentracoes detectadas foram menores que 500 e
700 ug L-1, limites maximos permitidos para o glifosato em agua para
consumo humano pela legislacao brasileira e pela Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos, respectivamente.

Amostragem da palha, isolamento
da selecado de fungos

Para este trabalho, a area experimental constituiu-se de duas parcelas
de arroz irrigado em semeadura direta, cultivadas com ervilhaca e
centeio no inverno, sendo dessecadas com glifosato, no pré-plantio
do arroz da safra agricola de 1997/1998. A coleta da palha de arroz,
em triplicata, foi feita em setembro de 1997. Cada amostra foi
composta de cinco subamostras. Apds a coleta, as amostras foram
colocadas em sacos de polietileno e acondicionadas em caixa de
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isopor para o transporte ao laboratério, onde foram armazenadas sob
refrigeracao a +40 C. Para cada amostra de palha de arroz procedeu-
se ao isolamento de fungos diretamente do tecido, desinfestando o
material em uma solucao de alcool a 50%, durante um minuto. Apds,

o material foi colocado em uma solucao de hipoclorito de sédio a 1%
por um minuto. O excesso de hipoclorito de sddio foi retirado com agua
destilada esterilizada.

De cada amostra de palha desinfestada, foram semeadas quatro placas
de Petri, contendo o meio de cultura Agar Dextrose Batata (ADB) e
Martin’s Rosa Bengala (MRB) (PARKINSON et al., 1971). As placas
foram incubadas a 28°C em presenca de luz, com um fotoperiodo de
12 horas, por um periodo de oito dias, quando se procedeu a avaliacao
do crescimento micelial.

Diferentes meios [Extrato de Tomate (Meio Y8), Extrato de Malte

2% (MAZ2)] testes foram usados para determinar se os fungos
apresentavam respostas similares as diferentes fontes de carbono.
Apds o crescimento em placas contendo meio MA2, cada fungo foi
observado sob estereoscépio e microscoépio 6tico, para identificacao
genérica. Em seguida, foram repicados em meio ADB pH 6,0 (+£0,02),
para a identificacao em nivel especifico do grupo. As placas foram
incubadas a 28°C em uma estufa BOD em presenca de luz, com um
fotoperiodo de 12 horas. A avaliacao do crescimento micelial foi
realizada apés oito dias de incubacao.

Por meio de preparacao de laminas microscopicas, e posterior
observacao em microscopio 6tico, foi feita a caracterizacao dos fungos
isolados, baseada nas caracteristicas descritas por Barnett e Hunter
(1972).
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Cultivo dos fungos e preparo das
placas com glifosfato

Os quatro fungos selecionados para o estudo foram repicados, para
placas de Petri, em quadruplicata, contendo ADB e incubados por até
cinco dias a 28° C. Apds este periodo, foram retirados discos circulares
(6,0 mm de diametro) da periferia do meio colonizado com o micélio

do fungo. Estes discos foram colocados, individualmente, no centro de
placas (9,0 cm de didmetro), com meio de sais minerais (KAUFMAN;
KEARNEY, 1965) [pH 5,0, 6,0 e 7,0 (£0,2)] suplementado com

0, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mg L-1 de uma formulacao comercial
contendo 480 g L-1 de glifosato (SMG). As placas contendo o herbicida
foram incubadas por seis dias a 28° C. O efeito do herbicida sobre

o crescimento dos fungos testados foi avaliado nos quinto e sexto

dias de incubacao, pela medicao do crescimento radial das colbénias
fuangicas (Figura 1). Os dados foram submetidos a analises de variancia
e comparacoes das médias foram feitas pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

15
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Figura: Maria Laura Turino Mattos
Figura 1. Método para medicao do crescimento radial de fungos durante o periodo de

incubacao. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS.

Identificacao dos fungos

A identificacao dos fungos foi baseada na andlise filogenética de
sequéncias parciais de DNA ribossomal 16S (DNAr 16S), pela Fundacao
Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”, SP, Brasil. Os
acessos estao preservados pela técnica solo e freezer (-18° C), na
Colecao de Culturas de Microrganismos Multifuncionais (CCMM) da
Embrapa Clima Temperado (CCMMECT).



Metodologia para Obtencao de Fungos Degradadores do Herbicida Glifosato

Resultados e discussao

Na determinacao do meio de recuperacao mais apropriado para o
isolamento dos fungos da palha do arroz, o maior crescimento micelial
dos fungos ocorreu no meio Agar Dextrose Batata (ADB), em relacao
ao meio Martin’s Rosa Bengala (MRB). No meio ADB, os fungos foram
selecionados de acordo com o crescimento micelial e caracteristicas
morfoldgicas. Quatro fungos predominantes foram escolhidos para o
estudo de utilizacao de glifosato em formulacao comercial.

As avaliacoes efetuadas pela Fundacao Tropical de Pesquisas e
Tecnologia “André Tosello” identificaram os fungos por taxonomia
molecular como: Nigrospora sphaerica (FA), Cochliobolus
heterostrophus (FB), Fusarium anthophilum (FC) e Micelia sterilia (FD)
(Figura 2).

17
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Fotos: Maria Laura Turino Mattos

Figura 2. Fungos degradadores do herbicida glifosate: Nigrospora sphaerica (A), Co-
chliobolus heterostrophus (B), Fusarium anthophilum (C) e Micelia sterilia (D). Embrapa

Clima Temperado, Pelotas, RS.

Em ADB pH 6,0 (+=0,02), Nigrospora sphaerica e Micelia sterilia
necessitaram de até cinco dias para cobrir o meio da placa (9,0 cm),
enquanto que para o Fusarium anthophilum foram necessarios sete
dias. Cochliobolus heterostrophus mostrou um crescimento mais lento,
nao tendo coberto a placa em até sete dias de incubacao (Tabela 1).

Observou-se crescimento das colénias dos quatro fungos isolados

da palha de arroz, em meio SMG, com pH 5,0, 6,0e 7,0 (£0,02)
contendo 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mg L-1 de glifosato. No entanto,
observaram-se menores crescimentos radiais para todos os fungos
nas placas com o herbicida, quando comparado com o observado
nas placas com o meio ADB (Tabela 1). O glifosato, em formulacao
comercial, nao foi uma fonte de carbono de facil assimilacao pelos
fungos como foi a dextrose.
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Em todas as concentracdoes do SMG, Nigrospora sphaerica (A),
Cochliobolus heterostrophus (B), Fusarium anthophilum (C) e Micelia
sterilia (D), nao completaram o crescimento em cinco dias de incubacao
para todos os valores de pH testados. Em pH 6,0 (+0,2), nos quinto

e sexto dias de incubacao, os fungos B, C e D apresentaram maiores
crescimentos para todas as concentracoes. Porém, o crescimento do
fungo C foi menor significativamente a partir de 60 mg L-1 (Tabela 1).

Observaram-se efeitos inibitérios de todas as concentracdes do
glifosato sobre o crescimento de Nigrospora sphaerica (A), no quinto
e sexto dia de incubacao, em pH 5,0 e 6,0, em relacao aos demais
fungos.

Houve recuperacao do crescimento de Micelia sterilia, em SMG pH 6,0
(£0,2), na concentracao de 100 mg L-1, sendo isso um indicativo

da utilizacao do glifosato como fonte de carbono, e da capacidade

de tolerar concentracdes mais elevadas de glifosato, apds fase de
adaptacao metabdlica ao novo composto. Esse comportamento pode
ser devido a diversidade de sistemas enzimaticos que os fungos
apresentam, qualificando-os em processos de biodegradacao de
agrotoéxicos.

A suplementacao de glifosato como fonte de carbono em meio

de sais minerais determinou crescimento diferenciado para todos

os organismos, revelando a complexidade das interacdes entre 0s
microrganismos e os agrotoxicos. Nesse sentido, Ferreira et al. (2010)
observaram que, in vitro, os agrotéxicos fenitrotiona, carbofurano,
glifosato e azoxistrobina provocaram efeitos prejudiciais ao isolado CG
891 de Metarhizium anisopliae, agente de controle biolégico de Tibraca
limbativentris.



20 Metodologia para Obtencao de Fungos Degradadores do Herbicida Glifosato

Tabela 1. Crescimento radial de fungos (cm) em meio de sais minerais suplementado com o herbi-
cida glifosato [pH 5,0, 6,0 e 7,0 (= 0,02)], no quinto e sexto dia de incubacao. Médias de quatro
repeticdes. C.V.(%) < 10. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 2010.

Tempo de incubacdo de 5 dias

FUNGO™" - A FUNGO - B FUNGO - C FUNGO - D
Glifosato pH5 pH6 pH7 pH5 pH6 pH7 pH5 pH6 pH7 pHS pH6 pH7
mg L’

50 a’ a c a a a a a a a a a
1,38 2,13 1,73 3,98 7,68 2,42 2,31 5,80 3,15 2,73 5,37 3,60
60 a ab a bc c ab a b a c ab a
1.34 1,78 2,42 2,82 5,42 2,32 2,45 5,00 3,01 2,17 3,87 3,03

70
b b b b c © a b a c b a
1,07 1,85 2,22 3,22 5,30 1,91 2,06 5,20 3,62 2,16 3,65 ) 1517/
80 c ab bc bc b © a b a bc b a
0,95 1,75 1,87 2,75 6,30 1,76 2,36 5,10 2,68 2,4 3,25 3925
90 bc b c cd b a a b a b ab b
1,05 1,65 1,80 2,32 6,20 2,43 2,37 5,07 2,98 2,43 3,62 2,03
100 c b © d bc ab a b a b ab b
1,00 1,32 1,53 2,03 5,87 2,28 2,32 5,15 2,68 2,42 4,32 2,23

Tempo de incubacédo de 6 dias
FUNGO - A FUNGO - B FUNGO - C FUNGO - D
Glifosato pHb5 pH6 pH7 pH5 pH6 pH7 pH5 pH6 pH7 pHS5 pH6 pH7
mg L’

50 a a b a a a ab a a a a a
1,88 2,59 2,16 5,06 9,0 3,25 3,26 7,17 4,55 3,41 6,65 4,81
60 a b a b b b a b a c ab ab
1.86 1,92 2,86 3,56 6,95 2,72 3,43 6,0 4,28 2,66 4,82 3,91

70
b ab a ab b bc b b a bc b a
1,48 2,07 2,70 4,11 6,62 2,28 2,88 6,37 4,76 2,75 4,70 4,72
80 c ab b bc b ® ab b a bc b ab
1,12 2,05 2,20 3,18 7.3 2,06 3,28 6,25 3,47 2,88 4,30 4,01

90
bc ab b © b bc ab b a b b ¢
1,33 1,88 2,15 2,47 7,17 2,48 3,21 6,13 4,11 2,96 4,52 2,68
100 c b b ® b bc ab b a bc ab bc

1,15 1,68 1,93 2,46 6,85 233 306 6,16 3,62 293 535 3,13

*Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%.
**Fungos (A) Nigrospora sphaerica, (B) Cochliobolus heterostrophus, (C) Fusarium anthophilum e (D)

Micelia sterilia.



Consideracoes finais

A metodologia desenvolvida é eficiente para obtencao de fungos
degradadores do herbicida glifosato em solos cultivados com arroz
irrigado por inundacao.

¢Os fungos Nigrospora sphaerica, Cochliobolus heterostrophus,
Fusarium anthophilum e Micelia sterilia tém diferentes sensibilidades ao
herbicida glifosato;

*Micelia sterilia possui capacidade de adaptacao a concentracoes mais
elevadas de glifosato.

eCochliobolus heterostrophus e Fusarium anthophilum apresentam
maior potencial para degradar o glifosato e biorremediar solos
contaminados por este herbicida.
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