CEUS PIC

CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA - CEUB
PROGRAMA DE INICIACAO CIENTIFICA

LETICIA HELENA GUEDES OLIVEIRA

ANALISE DO POTENCIAL ENZIMATICO DE FUNGOS FILAMENTOSOS VISANDO A
BIORREMEDIAGCAO DE SOLOS TRATADOS COM GLIFOSATO E 2-4D

BRASILIA - DF
2022



CEUS PIC

LETICIA HELENA GUEDES OLIVEIRA

ANALISE DO POTENCIAL ENZIMATICO DE FUNGOS FILAMENTOSOS VISANDO A
BIORREMEDIAGCAO DE SOLOS TRATADOS COM GLIFOSATO E 2-4D

Relatorio final de pesquisa de iniciacao
cientifica apresentado a assessoria de
Pés-Graduagao e Pesquisa

Orientador: Ms. Claudio Henrique Cerri E
Silva

BRASILIA - DF
2022



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos aqueles que, de alguma forma, me ajudaram a concluir esse projeto,
dando enfoque ao meu orientador, Claudio Cerri, que exerceu seu papel com grande exceléncia,
estando presente em todos os momentos e dividindo comigo sua grande sabedoria, tanto
cientifica como de vida.
Agradeco ao corpo de Pds-Graduacdo do CEUB por me permitir colocar em pratica esse projeto.
Agradeco a minha familia que me proporcionou a oportunidade de estudar.
A Sonia Frantz, por todo seu apoio a0 me acompanhar em longas jornadas de laboratério e por
sua amizade sincera e acolhedora.
E agradeco, no mais, a todos aqueles que me ouviram, que se interessaram por meu trabalho,
gue me consolaram nos momentos de falha e comemoraram comigo nos momentos de vitdria.



RESUMO

Herbicidas sdo produtos de defesa agricola responsdveis por matar plantas consideradas
daninhas e que podem atrapalhar o crescimento de culturas de interesse. Em vista do amplo uso
de tais agroquimicos, eles podem se acumular no ambiente, causando impactos diversos, desde
a saude humana até a saide do meio ambiente. Os fungos sdo conhecidos por sua alta capacidade
de degradacdo de diversas moléculas, o que indica o alto potencial desses organismos de
promoverem a biorremediacdo. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo testar a
tolerancia, por meio do cultivo dos microrganismos, em meio cultura CZAPECK contendo apenas
os herbicidas como fonte de carbono, o potencial enzimatico, por meio do método do acucar
redutor e a dosagem de proteinas, por meio do método de Peterson (1977), de fungos
filamentosos do solo, tratados com dois dos herbicidas mais utilizados no mundo, o glifosato e o
acido 2,4-Diclorofenoxiacético. Foram encontrados um total de 20 fungos, isolados a partir das
amostras de solo. Nao foi evidenciada tolerancia ao glifosato, visto que praticamente ndo houve
variagdao no halo de crescimento das morfologias na concentracdao de 1% do produto. Por outro
lado, a tolerancia ao aminol foi mais pronunciada, tendo em vista que houve crescimento fungico
em placas contendo aminol até a concentracao de 7%. Vdrias amostras apresentaram resultado
positivo para atividade de xilanase, amilase e celulase, porém as trés atividades ndo foram
evidenciadas em todas as morfologias isoladas. Apesar do maior crescimento dos fungos ser
encontrado nos meios contendo aminol, os resultados maiores para atividade de celulase foram
obtidos a partir do crescimento fungico no meio contendo o glifosato. Os resultados encontrados
sugerem que os fungos filamentosos isolados neste trabalho, apresentam potencial para uso em
processos de biorremediacao que visam descontaminar areas contendo glifosato ou 2,4-D.

Palavras-chave: biorremediacdo de herbicidas; celulase; xilanase; glifosato; aminol.
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1 INTRODUCAO

Herbicidas sdo produtos de defesa agricola responsaveis por matar plantas consideradas
daninhas que podem atrapalhar o crescimento das culturas de interesse (Correia, 2018). Segundo
dados do Ibama, em 2019, os agroquimicos dessa classe foram os mais comercializados no Brasil,
sendo o Glifosato o primeiro no ranking e o 2,4-D o segundo. O glifosato é o herbicida mais
utilizado no mundo, estando presente em mais de 750 defensivos de uso agricola, urbano e até
mesmo residencial (Chang; Delzell, 2016).

O Brasil estda em quinto lugar no ranking mundial de produc¢do agricola (FAO, 2018).
Segundo a Food and Agricultural Organization (FAO), em 2015, 28% do territdrio brasileiro era
dedicado ao plantio de cultivares. Devido as caracteristicas ambientais do pais e ao presente
desequilibrio ecossistémico, o aparecimento de pestes é favorecido, exigindo o uso de defensivos
agricolas para atingir melhores niveis de producao (Jakubaszko, 2016). Sendo assim, a agricultura
brasileira tem se baseado no uso de agrotdxicos de forma extensiva partindo de premissas que,
em teoria, indicam o baixo custo, a diminuicdo de mao de obra, eficiéncia do método, seguranca,
etc. (Karam et al., 2020).

Apesar dos beneficios gerados pelo uso de agro defensivos, ja que pode haver uma perda
de 50% na produg¢do mundial de trigo por exemplo (Oerke, 2006), existe o potencial de acontecer
a bioacumulag¢dao, mesmo eles sendo muitas vezes naturalmente degradados, o que pode afetar
a qualidade do solo, da dgua e da atmosfera, causando diversos impactos negativos ao meio
ambiente (Brady; Weil, 2013) como a perda de biodiversidade (Okieimen; Ogeleka; Peretiemo-
Clarke, 2020).

Ja existem métodos convencionais diversos para a limpeza do solo contaminado, porém,
eles podem ser muito caros e apresentar o potencial de causar outros impactos ao meio
ambiente, levantando assim, uma necessidade de criacdo e testagem de métodos mais acessiveis
e menos agressivos como os modelos de biorremediacdo que sdo mais baratos, mais praticos e
apresentam menos efeitos negativos (Rangel; Nowacki, 2014).

A biorremediacdo se baseia no uso de microrganismos (fungos e bactérias), locais ou
ndo, a fim de remediar o meio ambiente contaminado com éleo, produtos quimicos téxicos e

outros poluentes que sdo definidos como xenobidticos (Madigan et al., 2016). Sendo assim, o



objetivo deste trabalho é testar a tolerancia e o potencial enzimdatico de fungos extraidos de solos
do Distrito Federal a partir do cultivo dos mesmos em meio sélido contendo Glifosato e 2,4-D
como Unica fonte de carbono.

Segundo a lei de no 6.938 de 31 de agosto de 1981 que positivou a Politica Nacional do
Meio Ambiente, existem algumas obrigacdes legais como as de proteger o meio ambiente e sua
qualidade, recuperar areas degradadas e despoluir locais contaminados (Brasil, 1981).

Além dos impactos negativos que influenciam na qualidade ambiental e na saude
humana, ainda existem implicagdes econdmicas pela falta de politicas ambientais mais robustas.
Recentemente, segundo matéria da Folha, investidores criticaram o Brasil e ameagaram ndao mais
comprar insumos do pais devido a normalizacdo da displicéncia ambiental.

E importantissimo cuidarmos dos recursos naturais existentes em nosso territério ndo
apenas para evitar puni¢cdes econémicas, mas para que também seja cumprida até mesmo a
constituicao, deixando para as geragoes futuras a possibilidade de existir com qualidade e, para
alcancarmos isso, é necessdria a criacdo de novas perspectivas de producdo e de correcdo de
areas ja degradadas.

Sendo assim, testar métodos que permitam a conservacao e despoluicdo de forma
ecoldgica, barata e simples além de corroborar com a politica nacional do meio ambiente,
também permite a criagdo de novas biotecnologias mais praticas e de mais facil aplicacao,
demonstrando assim o porqué se torna necessdria a producdo de conhecimento cientifico na

area.

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a tolerancia e o padrao enzimatico de fungos coletados de diferentes regides do
Distrito Federal, quando expostos a presenca dos herbicidas glifosato e 2-4D.

2.2 Objetivos especificos

Isolar fungos presentes em solos de diferentes regides do DF

Avaliar a tolerancia dos fungos ao glifosato e 2-4D, escolhendo os com maior capacidade
de crescimento para analise do potencial enzimdtico na hidrélise de componentes de células

vegetais, como celulose, hemicelulose e amido.



Realizar ensaios quanto ao potencial enzimatico dos fungos que apresentarem tolerancia

aos herbicidas glifosato e 2-4D.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Os Herbicidas

Herbicida é uma classe de agrodefensivos utilizado no manejo de plantas indesejaveis
gue podem chegar a se espalhar em sistemas de cultivo agricola. Seu uso objetiva diminuir a
populacdo dessas plantas a fim de evitar o dano causado por elas a cultura de interesse (Borella
et al., 2019). Eles sdo classificados de acordo com seus grupos quimicos e mecanismos de acao,
pois, geralmente, quando apresentam os mesmos mecanismos de a¢ao e causam 0s mesmos
sintomas nas plantas, sdo também aplicados pelos mesmos métodos, apresentando outras
semelhangas, como toxicologia e limitagdes de uso (Roman et al., 2005).

Existem trinta e quatro diferentes mecanismos de a¢ao pelos quais os herbicidas sao
classificados, envolvendo desde inibidores de fotossistemas, inibidores de biossintese de varias
moléculas como a celulose, os carotendides e acidos graxos, inibidores de enzimas, quimicos que
funcionam como auxinas sintéticas, inibidores de montagem e organizacao de microtubulos, até
quimicos que apresentam o potencial de serem genotdxicos ou outros que ainda ndo apresentam
mecanismos de acao elucidados (WSSA, 2020).

Ja os modos de aplicacdo sdo divididos em pré ou pds emergentes, levando em conta o
ciclo de crescimento das plantas. Quanto a seletividade, se sdo seletivos (atingem apenas as
plantas-alvo e sdo metabolizados pelas culturas de interesse que teoricamente ndao sofrem o
efeito) ou nao seletivos, que podem atacar todas as plantas presentes na regido onde serd
aplicado. As classificacbes de acordo com a translocacdo sdo relacionadas a acdo de contato
(depende da superficie de aplicagdo, ou seja, necessita de uma boa cobertura foliar) ou acdo
sistémica atingida via vasos condutores das plantas (Santos; Ribeiro, 2019).

O glifosato é classificado como um herbicida ndo seletivo, de acdo sistémica e do grupo
guimico glicina substituida e apresenta formula quimica C3H8NOS5P. Ele é o principio ativo do
Roundup produzido pela empresa Monsanto (e estd também presente em outros agroquimicos)
e é vendido geralmente como um concentrado soltvel. E indicado para uso pds-emergente e

segundo a bula pode ser usado para as culturas de ameixa, banana, cacau, café, cana-de-acgucar,



citros, maca, nectarina, péra, péssego, pastagem, pinus, eucalipto, uva, arroz, soja, milho e trigo.
O Roundup é constituido de sal de isopropilamina de N-(fosfometi) glicina (GLIFOSATO) e outros
ingredientes ndo descritos. Ele é um inibidor de Enoil Piruvil Shiquimato Fosfato Sintase (EPSPS),
pertence ao grupo G e pode ser aplicado tanto de forma aérea como de forma terrestre. Sua
classificacdo toxicoldgica é a de nivel 4,0u seja, pouco téxico (ADAPAR, sem data).

J4 o 2-4D é um herbicida seletivo, de a¢do sistémica e do grupo quimico dacido
ariloxialcanoico e apresenta férmula quimica C8H6CI203. O agroquimico 2,4-D Tecnomyl, cujo
principio ativo é o 2-4D, é também vendido como um concentrado soltvel. Seu uso é indicado
para as culturas de arroz, arroz-irrigado, cana-de-acgucar, milho, soja e trigo. Ele é constituido de
Sal Dimetilamina de (2,4-diclorofenoxi) acido acético, um acido equivalente e outros ingredientes
nao descritos na bula. Diferentemente do glifosato, ele € um mimetizador de auxina, pertence ao
grupo O e deve ser aplicado por meio de equipamentos tratorizados. Sua classificacdo
toxicoldgica é a de nivel 1, ou seja, ele é extremamente toxico (ADAPAR, sem data).

Essas caracteristicas e formas de aplicacdo sdo o ponto de partida para entender como
os herbicidas se acumulam no ambiente. O glifosato, por exemplo, tem sua bioacumulagao
influenciada pela temperatura e pela mistura de solo, que combinados, modificam sua

persisténcia, sendo essa 30 vezes maior em condi¢Ges secas e frias (Bento et al., 2016).

3.2 Comportamento dos herbicidas no ambiente e Bioacumulagdo

Apesar de os herbicidas serem amplamente utilizados no Brasil e no mundo, eles podem
se tornar agentes poluentes presentes no solo, na dgua ou na atmosfera e sdao considerados como
guimicos-organicos. Uma das principais formas de contaminacao é o contato entre componentes
ambientais e residuos agricolas, sendo a degradacdo do solo diretamente ligada ao uso de
produtos quimicos tdxicos, substancias que podem causar doencas ou ainda, matéria radioativa,
podendo afetar a vida de plantas e animais (Rangel; Nowacki, 2014).

Existem alguns processos que influenciam na permanéncia e degradacao de quimicos-
organicos no ambiente: associacdo a particulas do solo (adsorg¢do), volatilizacdo sem mudancas
quimicas, lixiviacgdo dos poluentes solubilizados na 4dgua, decomposicdo microbiana,

decomposicdo quimica na superficie ou dentro do solo, a absorcdo feita pelas plantas e animais
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(que pode levar o poluente a ser incluso nas teias tréficas) e o escoamento superficial que leva
parte dos poluentes a corpos hidricos (Brady; Weil, 2013).

Esses processos sdo modulados pelas caracteristicas do solo e composicao quimica dos
herbicidas e sdo levados em conta, inclusive, na tomada de decisdo sobre a dose que devera ser
aplicada. Um exemplo de influéncia da estrutura desse componente ambiental na acumulagao
dos agroquimicos é a presenca de argila, um constituinte de sua fase coloidal. Caso o solo seja
muito argiloso, sua capacidade de adsorcdo se torna maior, exigindo uma dose alta do defensivo
para que esse, mesmo adsorvido no solo, ainda esteja disponivel para realizar seu efeito herbicida
em sementes de daninhas (Embrapa, 2005).

Uma pesquisa demonstrou que a presenca do glifosato e de um de seus metabdlitos
(AMPA) varia de acordo com as estacdes do ano e com a quantidade de aplicagdes do quimico na
regido (Fernandes et al., 2019). Em um outro estudo, realizado na Argentina, foi concluido que
particulas de solo com glifosato adsorvido, podem acabar chegando nas aguas superficiais
préximas, onde potencialmente serd dessorvido, biodegradado e acumulado no sedimento do
fundo (Aparicio, 2020) e esse processo apresenta grande potencial de gerar danos diversos ao

meio ambiente.

3.3 Impactos ambientais causados pela bioacumulacdo de herbicidas

Quando ocorre o processo de bioacumula¢do desse tipo de poluente nos componentes
ambientais, alguns impactos negativos sdo observados, como a contaminacdo de 4aguas
superficiais e subterraneas, morte e contaminagcdo de animais domésticos, perda de
biodiversidade de modo geral, que, por si so, representa a perda de polinizadores, de inimigos
naturais, da estrutura microbiolégica, entre outros organismos importantes para a manutengao
do equilibrio ecolégico (Brady; Weil, 2013).

Como citado anteriormente, a bioacumulacdo pode acontecer a partir da absor¢do dos
pesticidas por animais ou plantas. Em um estudo feito na Franga, 92% das minhocas amostradas
apresentaram uma mistura de pesticidas, comumente usados, acumulados em seus corpos e, em
algumas vezes, em altas concentra¢cdes. Em determinadas amostragens, todos os individuos

apresentaram algum tipo de contaminante (Pelosi et al., 2021)
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Em diversos estudos foi demonstrado que herbicidas podem ser téxicos a diferentes
organismos ndo-alvos apesar de terem seus mecanismos de agdo relacionados a plantas. Foi
encontrado, por exemplo, que formula¢cdes comerciais que utilizam o glifosato como ingrediente
ativo, sdo toxicas a larvas do peixe zebra, a raizes de plantas e ao microcrustaceo Artemia salina,
atrapalhando seu desenvolvimento (Rodrigues et al. 2016).

Um outro estudo publicado na revista Nature que objetivou avaliar os efeitos de
herbicidas em plantas ndo-alvo no norte da China, demonstrou haver um efeito negativo na
biodiversidade dessas plantas. As amostras tratadas com esse tipo de pesticida demonstraram
menor quantidade de individuos quando comparadas ao grupo controle (Qi et al., 2020).

Em estudos feitos na Amazonia por pesquisadores do Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais (INPE), foram observadas malformacdes em trés espécies de Leptodactylus e exting¢ao
local de Scinax ruber e Rhinella marina em parcelas préximas a dreas onde o herbicida foi
aplicado. Ainda, foi concluido que os resultados observados na Amazoénia sdao semelhantes aos
observados na Mata Atlantica, apresentando alteracdes morfoldgicas e mortalidade em anfibios
expostos a herbicidas (Ferrante; Fearnside, 2020).

Levando em consideracdo o amplo uso desse tipo de agroquimicos, sua bioacumulacao
no ambiente e os impactos negativos que podem surgir, é necessario o monitoramento e a
remediacao de locais ja contaminados, o que levanta a necessidade de métodos acessiveis e
praticos.

3.4 Biorremediacao

A biorremediacao consiste no processo de utilizar organismos para retirar agentes
poluentes do ambiente ou transforma-los em compostos menos toxicos (Tortora, Funke, Case,
2017). Geralmente o processo se baseia no uso de bactérias, fungos ou plantas que bioacumulam
ou metabolizam esses xenobidticos (Rangel; Nowacki, 2014).

E um método que pode ser dividido em trés classes gerais: Bioestimulacdo, em que
nutrientes sdo adicionados a area contaminada a fim de melhorar as condi¢cGes ambientais e
obter uma populagdo grande de microrganismos; Bioaumento, em que sdo adicionados
microrganismos com potencial biorremediador ja conhecido a drea contaminada ou feita ex situ

pela utilizacdo de biorreatores; E por fim, a biorremedia¢ao natural, que se baseia em atenuar
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processos que ja ocorrem naturalmente fazendo o monitoramento das caracteristicas
geoquimicas como disponibilidade de oxigénio e pH (Rangel; Nowacki, 2014).

Um dos agentes bioldgicos utilizados nesse processo, sdo os fungos. Eles sdo
constituintes do solo e podem ser usados de varias formas. Esses microrganismos apresentam
diversos mecanismos pelos quais xenobidticos podem ser degradados como a digestao externa
em que enzimas como lacases e xylanases sdao excretadas ao meio ambiente, iniciando o processo
de oxidacdo externa quebrando os poluentes em compostos menores e os tornando disponiveis
para a absorgao. Assim, os fungos podem absorver esses quimicos e seus metabdlitos secundarios
sdo entdo conjugados na maquinaria celular e podem entdo sofrer acdo catabdlica, ser
adicionados ao vacuolo ou excretados no ambiente em uma forma menos téxica (Deshmukh;

Khardenavis; Purohit, 2016).

3.5 Potencial fungico na Biorremediacao

Varios trabalhos foram feitos com o objetivo de testar a capacidade de fungos e bactérias
em utilizar herbicidas como fonte de carbono.

Os fungos Fusarium oxysporum e Aspergillus niger apresentaram resultados positivos em
um estudo recente. Foram utilizados tratamentos com glifosato, atrazine, xtravest e gramoxone,
além do grupo controle. Os pesquisadores fizeram as medidas de densidade de col6nias, peso
seco e monitoramento de crescimento, demonstrando o potencial desses fungos de se manterem
produtivos mesmo na presenca dos agrodefensivos. Isolamentos enzimaticos ndo foram feitos
(Sebiomo; Banjo, 2020).

Ja em um estudo feito pela Embrapa, foi avaliada a resisténcia de fungos e a producgao
de lacase quando cultivados em placas de petri contendo 2-4D. Essas caracteristicas foram
analisadas a partir da medicdo do crescimento de micélio e da presenca de oxidacao do substrato.
Foi observado que varios fungos como Pleurotus pulmonarius, Pleurotus djamor, Agaricus sp.
apresentaram resisténcia e crescimento. O estudo focou no fungo Lentinus crinitus que
demonstrou resisténcia ao herbicida e ainda foi possivel avaliar que ndo existem efeitos
fisioldgicos e estruturais significativos devido a presenca do 2-4D, demonstrando o potencial

desse fungo como biorremediador (Serbent et al., 2020).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delimitacdo da pesquisa:

Neste trabalho foi feita uma pesquisa experimental a fim de testar a tolerancia de fungos
coletados do solo no Distrito Federal (DF) a dois herbicidas, além de analisar a atividade
enzimdtica e producgao de proteinas dos organismos, para que obter dados sobre o potencial uso
desses microrganismos em processos de biorremediacao.

Todos os experimentos foram feitos utilizando-se a estrutura dos laboratérios do

Labocien, presentes no CEUB, unidade da Asa Norte.

4.2 Coleta das amostras

Foram feitas duas coletas em duas areas do Distrito Federal: Sobradinho Il (RA XXVI) na
area rural, priorizando-se o solo proximo a chdcaras que contenham cultivares de plantas nao
nativas; Granja do Torto (Plano Piloto - RA 1), priorizando-se a drea de borda do Parque Nacional
de Brasilia. Foram coletadas duas amostras de solo em cada area, na profundidade de 10
centimetros, com o auxilio de uma sonda feita de cano de PVC. As amostras foram entdo
armazenadas em saco pldstico e levadas até os laboratérios do Labocien, para seu devido

processamento.

4.3 Processamento das amostras

Apds peneirar o solo, ele foi diluido e suspenso em solu¢do salina preparada a uma
proporcdo de 0,85%. A solucdo foi adicionada a frascos cOnicos, que posteriormente foram
autoclavados a 120 °C por 20 minutos. Nesses frascos cénicos foram adicionados 10 gramas de
solo para 90 mL de solucdo salina. Apds cinco dias os frascos foram submetidos a agitacdo por
uma hora. O conteudo suspenso foi, entdo, diluido em 10-2 e 10-3 em soluc¢do salina (0,85%)
(Araujo e Lemos, sem data).

Placas descartaveis estéreis de acrilico contendo 8 cm de diametro foram utilizadas para
o cultivo dos microrganismos. Elas foram preenchidas com aproximadamente 30 mL do meio de
cultura Sabouraud (Pep C 5,0 g/L; Hidrolisado péptico de tecido animal 5,0 g/L; Dextrose 40 g/L;
agar base 16,0 g/L; agua purificada 1L, pH 5,6 a 252C) autoclavado, no qual foi adicionado 200 uL
de ampicilina 10mg/mL. Sendo assim, 0,2 mL da diluicdo de cada amostra foi semeado em cada

placa a partir da técnica de espalhamento, pelo uso da alca de Drigalski estéril. As placas ja
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semeadas foram entdo armazenadas em estufa a 30 °C por dez dias para garantir um bom

crescimento e diferenciagdo das colonias (Araujo; Lemos, sem data; Serbent et al., 2020).

4.4 Isolamento

Apds o plaqueamento das diluigdes feitas com o solo e o crescimento das culturas, foi
feito o isolamento dos fungos.

Com uma alca descartdvel foram coletados os centros de cada col6nia formando um
disco de micélio. Placas de acrilico contendo 30 mL do meio de cultura Sabouraud autoclavado,
permaneceram expostas a luz UV até a solidificacdo do meio, sem adicao de qualquer pesticida.
Os discos micelares coletados anteriormente foram colocados entdo no centro das placas, com a
face contendo o micélio voltada para baixo. As placas foram armazenadas a temperatura de 30
°C por 14 dias. Apds esse periodo, foi avaliado se houve o desenvolvimento de apenas um tipo de
fungo, tendo como referéncia o aspecto morfolégico da cultura desenvolvida.

Confirmado o aparente isolamento morfoldgico, serd repetido o procedimento de
crescimento dos isolados, dessa vez em meio de cultura tratado com 100 pL de glifosato (Roundup
- original), ou 100 pL de 2,4-D + Picloram (Aminol - Quallis). As placas foram armazenadas a
temperatura de 30 2C por 14 dias. Dessa forma, foi criada uma pressao seletiva e apenas os
fungos que sobreviveram a este teste preliminar foram utilizados no estudo.

4.5 Manutengao das culturas

A manutencao das culturas foi feita por meio de repiques periddicos. Os indculos foram
armazenados em placas contendo meio Sabouraud e apds o crescimento, foram reservadas em
geladeira a 4 °C.

4.6 Screening preliminar

O screening preliminar foi feito com o objetivo de avaliar a tolerancia dos fungos aos
herbicidas. Esse teste foi conduzido em meio de cultura CZAPEK (NaNO3 2,0 g, K2HPO4 1,0 g,
MgS04 0,5 g, KCI 0,5 g, FeSO4(NH4)2S04 0,01 g, agar 15,0 g para 1000 mL de agua destilada),
contendo concentragdes crescentes dos herbicidas, iniciando com 1% e intervalo constante de
2%. O diametro central do disco micelial foi medido com paquimetro, diariamente, no decorrer
dos quatorze dias de incubacdo. O crescimento diario das culturas (DGRab) foi calculado pela

equacao abaixo (Serbent et al., 2020).
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DGRab = (Db - Da) / (tb-ta) (Fonte: Serbent et al. 2020)
Em que Db é o diametro final calculado, Da é o diametro inicial do disco e tb-ta

representa o intervalo de tempo de exposigao.

4.7 Ensaio enzimatico

ApOds a caracterizagdo da tolerancia, os fungos que apresentaram melhores resultados
foram cultivados em meio de cultura CZAPEK (NaNO3 2,0 g, K2HPO4 1,0 g, MgS04 0,5 g, KCI 0,5
g, FeSO4(NH4)2S04 0,01 g, agar 15,0 g para 1000 mL de agua destilada) por um periodo de sete
dias a temperatura ambiente. A fonte de carbono foi o glifosato e 0 2-4D, em frascos Erlenmeyers
de 125 mL contendo 20 mL de meio, em triplicatas, sendo que a concentragdao de aminol foi 5% e

glifosato 1%.

4.8 Extragao enzimatica

Apds o intervalo de tempo dado para o crescimento, foi adicionado 20 mL de tampao
acetato de sddio (25 mM pH 5,0) aos Erlenmeyers que posteriormente foram submetidos a
agitacdo por duas horas em mesa oscilatdria, em temperatura ambiente em torno de 21 °C. O
conteldo dos frascos foi filtrado a vdcuo com um filtro de papel Whatman nimero 1. O filtrado
foi armazenado em frascos ambar esterilizados que foram identificados como extratos

enzimaticos, e armazenados a 4 °C (Silva, 1999).

4.9 Analise da atividade enzimatica

A determinagdo das atividades de alfa-amilase das amostras provenientes do extrato
bruto, foi feita pela adi¢cao de 200 pL da amostra enzimatica, a 400 pL de solugdo de amido a 1%,
em tampao acetato de sédio 25 mM, pH 5,0. A reacdo foi conduzida em banho-maria a 30 °C,
durante 30 minutos (Silva et al, 1999). A reacdo foi interrompida pela adi¢cao de 600 uL de acido
dinitrosalicilico (DNS) e imersao dos tubos de ensaio em banho de dgua fervente por 10 minutos,
seguido da adicdo de 1200 uL de agua destilada. A quantidade de acucar redutor liberada foi
medida espectrofotometricamente a 540 nm utilizando-se glicose como padrao (Miller, 1969). A
atividade enzimatica foi expressa em umol de agucar redutor formado por minuto e por mL de
solucdo enzimatica (U/mL) nas condi¢Bes descritas anteriormente. Para o ensaio com papel de

filtro (Mandels, 1976), amostras enzimaticas de 200 plL foram adicionadas a tubos de ensaio
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contendo uma tira de papel Whatman n2 1 (1 x 6 cm). A reacdo foi conduzida de acordo com as

condigOes descritas para o ensaio de amilase.

4.10 Determinacgdo de proteinas (Petterson, 1977)

As concentracdes de proteinas foram determinadas pela adicdo de 200 pL das amostras
enzimdticas a 1,0 mL da solugao A [volumes iguais dos reagentes: CTC (Na2CO3 10%, KNaC4H406
0,2 % e CuS04 0,1 %); NaOH (0,8 N); SDS 10 % e H20], seguido de 10 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente. Foram adicionados 0,5 mL da solug¢dao B [um volume do reagente de Folin
(2N) em cinco volumes de H20], seguida de incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente.
A quantidade de proteina foi medida espectrofotometricamente a 750 nm, utilizando-se

albumina bovina sérica como padrao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta das amostras

A drea de coleta foi dividida em duas dareas: dreas antropizadas (AA) e dreas nao
antropizadas (ANA), sendo que foram obtidas duas amostras de solo em cada local (amostra 1 e
amostra 2). A figura 1 apresenta, em cor rosa, os pontos onde o solo foi coletado. As amostras
referentes a area ndo antropizada foram coletadas na regido da granja do torto, préoximo ao
parque nacional de Brasilia, ja as amostras referentes as dreas antropizadas, foram coletadas na

regido rural de Sobradinho, préximo a areas de cultivo contendo plantagdes ativas.

Figura 1 - Pontos de coleta de solo
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5.2 Isolamento

Apds o crescimento dos fungos advindos das amostras de solo, foi possivel isolar
morfologias distintas, resultando em um total de 20 colbnias, identificadas quanto ao local de
coleta (areas antropizadas - AA e areas nao antropizadas - ANA), bem como a identificacdo da
amostra (1 ou 2). Desta forma, os isolados foram identificados quanto ao nimero da morfologia
(M1, M2, M3, etc), da area de coleta AA, ou ANA, bem como quanto ao nimero da amostra do
solo (1 ou 2). Essas amostras foram submetidas ao tratamento com os herbicidas, sendo que um
total de 20 fungos sobreviveram ao glifosato e ao aminol. A tabela 1 demonstra esses resultados
e a figura 1ilustra as col6nias isoladas das areas antropizadas, estando cada morfologia em ordem
(AA1 —M1, M2, M3, M4, M7 M8; AA2 — M1, M2, M3, M4) enquanto a figura 3 ilustra as colonias
isoladas das dreas ndo antropizadas, estando cada morfologia em ordem (ANA1 — M1, M2, M4,

M5, M6; ANA2 — M1, M3, M5).

Figura 2 - Morfologias isoladas a partir das coletas feitas nas dreas antropizadas 1 e 2
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Figura 3 - Morfologias isoladas a partir das coletas feitas nas areas ndo antropizadas 1 e 2

Tabela 1 - Contagem de morfotipos encontrados em cada area de coleta

Numero de isolados por area

Area de coleta Regido administrativa Numero de morfologias
ANA 1 Plano piloto (RA 1) 4
ANA 2 Plano piloto (RA 1) 3
AA1l Sobradinho Il (RA XXVI) 9
AA2 Sobradinho Il (RA XXVI) 4

5.3 Screening preliminar

5.3.1 Anadlise da tolerancia

Apds o Screening preliminar, os fungos foram submetidos a diferentes concentragdes de
aminol e glifosato, tendo seus halos de crescimento medidos com um paquimetro, diariamente,
durante 14 dias. As medidas do tamanho inicial e do tamanho final do halo de crescimento foram
utilizadas para o cdlculo da tolerancia, feito por meio da equacdo descrita nos métodos. A média
do crescimento das amostras, em cada concentragdo de pesticida, estd representada na tabela 2
e 3.

A concentracdo inibitéria, no tratamento com o glifosato, ficou evidente a 1%, visto que,
antes do 142dia, os fungos ja tinham seu crescimento cessado. No caso do aminol, ndo foi possivel
atingir a concentragao inibitéria devido a alteragdes que o herbicida causa ao meio de cultura,
em que a 9% de concentracdo, o gel ndo chegou a solidificar, impossibilitando a continuidade

dessa avaliacdo.



Tabela 2 - Média da tolerancia dos fungos ao aminol, nas concentragées de 1%, 3%, 5% e 7% do produto

Média de tolerancia - Aminol

Amostra 1% 3% 5% 7%
Area antropizada 1

M3 7.96 7.49 7.95 7.35
M4 7.95 0.31 6.85 2.82
M5 6.8 3.77 4.3 3.72
M7 6.66 4.96 5.54 3.76
M8 3.4 3.93 1.94 1.18
Area antropizada 2

M1 6.74 7.1 4.75 3.79
M2 5.21 3.54 3.6 3.85
M3 7.97 4.62 428 1.22
M4 7.07 4,97 443 3.61
Area n3o antropizada 1

M1 7.97 6.05 4.86 4.29
M2 7.45 6.54 6.34 6.89
M4 7.96 6.3 7.2 0.86
M5 7.94 6.39 7.14 3.4
M6 7.95 7.07 5.06 5.94
Area n3o antropizada 2

M1 7.38 3.51 2.95 1.49
M3 7.95 5.05 3.91 0.62
M5 7.94 0.71 5.22 2.35

Tabela 3 - Média da tolerancia dos fungos ao glifosato, na concentragdo de 1% do produto

Média de tolerancia

Glifosato
Area antropizada 1
1%

Amostra

M1 1
M2 3.18
M3 0.5
M4 0.43
M5 0.84
M7 0.43
M8 0.89
Area antropizada 2

M1 0.87
M2 2.07
M3 1.11

M4 1.3
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Area nio antropizada 1

M1 0.94
M2 0.89
Mé 1.02
Area nio antropizada 2

M1 0.72
M3 1.95
M5 1.84

Esse estudo concluiu que os fungos utilizados obtiveram pouca tolerancia ao glifosato,
apresentando baixo crescimento e pouca atividade enzimatica, visto que apenas duas amostras
obtiveram resultado positivo para o ensaio de proteinas. O produto aqui utilizado foi a formulagao
do herbicida produzida pela Monsanto, o RoundUp, que quando testado para verificar sua
toxicidade a fungos filamentosos de solo, demonstrou ser téxico a concentragdes mais baixas do
que as encontradas em campo, causando mudangas metabdlicas e morfoldgicas aos
microrganismos (NICOLAS; OESTREICHER; VELOT, 2016). Se tratando da dinamica populacional de
fungos no solo, o herbicida pode estimular a producao de biomassa de forma transitéria, porém,
seu efeito negativo foi verificado, vide que posteriormente causa diminuicdo dessa biomassa,
além de afetar a diversidade de fungos presentes onde foi aplicado (VAZQUEZ et al., 2021).
Contudo, algumas espécies de fungos filamentosos, como o Aspergillus fumigatus, sao
conhecidos por apresentar resisténcia ao produto (BRAVIM et al., 2020).

No caso dos testes feitos utilizando o Aminol, os microrganismos utilizados no presente
estudo apresentaram considerdvel tolerancia, sendo que alguns obtiveram crescimento até a
saturacdo das placas, mesmo a concentracdo de 5%, sendo que sé a 7% o crescimento se tornou
mais lento. Fungos de solo tratados com o 2,4-D apresentaram alto crescimento e aumento do
numero de fungos cultivaveis, entretanto, esses resultados variam de acordo com a concentracao
do herbicida (ZHANG et al., 2010). Esses organismos aparecem em alguns estudos sendo
utilizados para degradar herbicidas a base de 2,4-D, apresentando consideravel eficiéncia nesse
processo, o que pode estar associado a producdo da enzima lacase (NGUYEN et al., 2022).

Existem diversos estudos os quais investigam a resisténcia e o potencial de degradar 2,4-
D de fungos filamentosos, sendo que os resultados sdo comumente positivos, porém, os

experimentos sdao feitos com espécies limitadas de fungos e, quando ha maior diversidade, os
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organismos pertencentes ao género Apergillus, Penicilium e Fusarium sdo aqueles que
demonstram os melhores resultados (VROUMSIA et al., 2007; SILVA; PILEGGI, 2007; BHOSLE;
THORE, 2016).

5.4 Andlise da atividade enzimatica

As amostras que obtiveram maior média de tolerancia aos herbicidas foram escolhidas
para a extracdo das enzimas que foram entdo utilizadas nesse ensaio. A partir delas, foram
produzidos extratos enzimaticos que foram utilizados para a medicao da atividade enzimatica e
contagem de proteinas, resultando na atividade total e atividade especifica de cada amostra,
sendo que esses resultados estao descritos na tabela 3. Os valores negativos foram considerados

como zero.

Tabela 4 - Resultado dos ensaios enzimaticos para amilase, celulase e xilanasa, em que AT = atividade total; AE = atividade
especifica; DP = dosagem de proteinas

Ensaio enzimatico
Amilase Celulase Xilanase
Amostra AT AE AT AE AT AE DP

Aminol

drea antropizada 1

M3 0.029 0.081 0 0 0 0 0.36
M4 0.008 0.018 0 0 0 0 0.42
M5 0.117 0.265 0.103 0.002 0.095 0.002 0.44
Area antropizada 2

M1 0 0 0 0 0.018 0.04 0.41
M4 0.057 0.122 0.004 0.008 0.058 0.125 0.46
Area nio antropizada 1

M1 0 0 0 0 0 0 0.43
M2 0 0 0 0 0 0 0.38
M4 0.089 0.216 0.093 0.226 0.060 0.147 0.41

Glifosato

Area antropizada 1

M2 0 0 0.033 0.77 0 0 0.043
M5 0 0 0.039 1.06 0 0 0.036
M8 0 0 0.006 0.12 0 0 0.046
Area antropizada 1

M1 0.005 0.353 0.046 3.436 0.011 0.083 0.013
M2 0.009 0.870 0.100 9.970 0.008 0.810 0.01
M3 0 0 0 0 0 0 0.03
M4 0 0 0 0 0 0 0.03

Area n3o antropizada 1
M1 0 0 0 0 0 0 0.023
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M2 0.024 1.823 0 0 0 0 0.013
M6 0 0 0 0 0 0 0.023
Area nio antropizada 2

M1 0 0 0 0.03
M3 0 0 0 0.03
M5 0 0 0 0 0 0 0.03

Segundo o que foi apresentado na tabela 3, as amostras que demonstraram resultado
positivo foram: para o tratamento com aminol, da drea ndo antropizada 1, M3 e M4 apenas para
amido, M5 para todos os substratos usados; da area antropizada 2, M1 apenas para xilana e M4
para todos os polissacarideos; da area ndo antropizada 1, apenas M4, para todos os
polissacarideos. Ja para o tratamento com o glifosato, da drea antropizada 1, M2, M5 e M8 apenas
para celulose; da area antropizada 2, M1 e M2 para todos os polissacarideos; da area nao
antropizada 1, M2 apenas para o amido.

Apesar de varios microrganismos terem se mostrado relativamente tolerantes aos
herbicidas, se tratando da atividade enzimdtica, apenas algumas amostras demonstraram
resultado positivo, sendo que M5 da area antropizada 1, M4 da drea antropizada 2, M4 da area
ndo antropizada 1, obtiveram atividade na presenca todos os polissacarideos quando cultivados
junto ao aminol e as amostras M1 e M2, da drea antropizada 2, quando cultivados com o glifosato,
sendo esses os fungos de maior potencial enzimatico. Esse resultado pode ser devido a diversas
varidveis, como as caracteristicas fisioldgicas e genéticas dos fungos além da forma de cultivo e
componentes do meio de cultura (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016).

O fungo filamentoso Fusarium oxysporum, quando exposto ao 2,4-D, apresentou
atividade enzimatica significativa, com evidéncias de que o herbicida promove um aumento da
producdo de esterases (OLIVEIRA, 2019). J& no caso do glifosato, mesmo em concentracées
abaixo das indicadas para uso em campo, ele causou modificacdes importantes ao
Aspergillus nidulans, visto que houve a inibicdo de sintese proteica, aminodcidos e metabdlitos
secunddrios, causando impacto também aos processos celulares de desintoxicacdo (MESNAGE et
al., 2020), o que esta de acordo com o funcionamento do herbicida, ja que ele é essencialmente

um inibidor de enzima (ADAPAR).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aspergillus
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De acordo com os resultados alcancados neste trabalho, fica evidente que fungos
filamentosos podem ser utilizados em processos de biorremediagdo de dreas contaminadas com
glifosato ou 2,4-D, sendo que esses microrganismos demonstram, inclusive, eficacia na
degradacgdo de outros herbicidas, como o Paraquat (WONGPUTTISIN et al., 2020).

Em vista de que os ensaios foram feitos a partir do método do acucar redutor,
encontrando atividade enzimatica usando xilana, amido e celulose como substrato, ha o
indicativo de que esses microrganismos isolados funcionam como bons agentes a serem aplicados
mesmo em solo contendo massa vegetal, ja que a celulose, a xilana e 0 amido sdo componentes

de células de grande diversidade de vegetais (FERNANDES, 2009).

CONSIDERAGOES FINAIS
Fica evidente que fungos filamentosos apresentam potencial para serem utilizados como

ferramentas de biorremediagao.
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