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RESUMO

RABELO, JORDANA STEIN. Tolerancia de microrganismos a herbicidas residuais
utilizados na cultura do eucalipto. 2022. 60 p. Dissertagdo (Mestrado em Meio
Ambiente e Qualidade Ambiental) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia —
MG.

A competicdo com plantas daninhas ¢ um dos principais fatores que limitam o
desenvolvimento da maioria das espécies florestais. Alguns herbicidas, utilizados para
controle dessas plantas, apresentam efeito residual no solo e acarretam danos ambientais.
A biorremediacdo surge como alternativa para descontaminagdo dessas areas. Sendo
assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a tolerancia e o potencial degradador de
herbicidas que apresentam efeito residual na cultura do eucalipto pelos fungos Aspergillus
niger, Penicillium pinophilum e Trichoderma sp. e avaliar a tolerdncia das bactérias
Bacillus subtilis, Pseudomonas sp. € Azospirillum brasilense na presenca desses
herbicidas. Os herbicidas utilizados foram: indaziflam, sulfentrazona, sulfentrazona
+diuron,clomazona, glifosato+s-metolachlor. A andlise da tolerancia dos microrganismos
aos herbicidas e do potencial degradador foi realizada no meio Czapek Dox, sendo que,
na segunda, foi retirada as fontes de carbono e de nitrogénio. A avalia¢do do crescimento
fungico foi feita pela determinag@o da biomassa. A analise da tolerancia das bactérias aos
herbicidas foi feita em meio Luria Bertani, em placas de ELISA a 620 nm. Os dados
foram aplicados ao modelo de Gompertz, para avaliagdo do comportamento das
bactérias, em fun¢do do tempo, na presenca dos herbicidas. Na andlise de tolerancia dos
microrganismos aos herbicidas, observou-se que todos os fungos sdo tolerantes aos
herbicidas estudados, havendo aumento do crescimento do Trichoderma sp. na presenga
do glyphosate+s-metolachlor. Dessa forma, a analise do potencial degradador foi
realizada apenas para o Trichoderma sp., na presenca da mistura dos herbicidas que
potencializaram seu crescimento. Nessa andlise, ndo houve efeito dos herbicidas sob o
crescimento fingico; o fungo ndo conseguiu utilizar o carbono presente no herbicida para
potencializar seu crescimento; e nao houve efeito significativo do nitrogénio na presenga
do herbicida. Ao observar a analise de tolerancia das bactérias, através dos parametros do
modelo utilizado, conclui-se que o crescimento de Azospirillum brasilense, Bacillus
subtilis e Pseudomonas sp. ndo foi influenciado, na presenca dos herbicidas,
demonstrando, portanto, que os produtos avaliados ndo afetam o crescimento das
bactérias. Conclui-se, pois, que os herbicidas residuais testados ndo interferem no
desenvolvimento dos microrganismos benéficos avaliados.

Palavras-chave: agroquimicos, crescimento, degradagao, florestas plantadas

Comité Orientador: Gilberto de Oliveira Mendes — UFU e Edson Aparecido dos Santos
- UFU



ABSTRACT

RABELO, JORDANA STEIN. Tolerance of microorganisms to residual herbicides
used in eucalyptus cultivation. 2022. 60 p. Dissertation (Master in Environment and
Environmental Quality) — Federal University of Uberlandia, Uberlandia — MG.

Competition with weeds is one of the main factors that limit the development of most
forest species. Some herbicides used to control these plants have a residual effect in soil
and cause environmental damage. Bioremediation appears as an alternative to
decontaminate these areas. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
tolerance and degrading potential of herbicides that have a residual effect on eucalyptus
crops by Aspergillus niger, Penicillium pinophilum and Trichoderma sp. and to evaluate
the tolerance of bacteria Bacillus subtilis, Pseudomonas sp. and Azospirillum brasilense
to these herbicides. The herbicides used were indaziflam, sulfentrazone, sulfentrazone
+diuron, clomazone, glyphosate+s-metolachlor. The analysis of the tolerance of
microorganisms to herbicides and the degrading potential was carried out in Czapek Dox
medium, and in the second experiment the sources of carbon and nitrogen were removed.
The evaluation of fungal growth was made by determining the biomass. The analysis of
bacterial tolerance to herbicides was carried out in Luria Bertani medium in ELISA plates
with evaluation of growth by optical density at 620 nm. The data was applied to the
Gompertz model for evaluating the bacterial growth as a function of time in the presence
of herbicides. In the tolerance analysis of microorganisms to herbicides, it was observed
that all fungi are tolerant to the herbicides studied, with an increase in the growth of
Trichoderma sp. in the presence of glyphosate+s-metolachlor. Thus, the analysis of the
degrading potential was carried out only for Trichoderma sp. in the presence of the
mixture of herbicides that potentiated its growth. In this analysis, there was no effect of
herbicides on fungal growth; the fungus was unable to use the carbon present in the
herbicide to enhance its growth; and there was no significant effect of nitrogen in the
presence of the herbicide. By observing the tolerance analysis of the bacteria, through the
parameters of the model used, it was concluded that the growth of Azospirillum
brasilense, Bacillus subtilis and Pseudomonas sp. was not influenced by the presence of
herbicides, thus demonstrating that the evaluated products do not affect the growth of
bacteria. It is concluded, therefore, that the tested residual herbicides do not interfere with
the development of the evaluated beneficial microorganisms

Keywords: agrochemicals, growth, degradation, planted forests

Steering Committee: Gilberto de Oliveira Mendes — UFU and Edson Aparecido dos
Santos - UFU
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1.INTRODUCAO
As areas destinadas a produgdo florestal no pais assumem um papel altamente

significante no suprimento de madeira para os mais diversos fins. A formagao de plantios
com espécies de rapido crescimento como as do género Eucalyptus sdo muito importantes

para diminuir a pressdo da extracdo de madeira sobre as florestas nativas.

A competi¢do com plantas daninhas ¢ um fator limitante ao desenvolvimento e a
sobrevivéncia da maioria das espécies florestais (CARON et al.,2012). Essas plantas
competem principalmente por luz, 4gua, nutrientes e espago, o que acarreta sérios

prejuizos ao estabelecimento, ao desenvolvimento e a produtividade da cultura.

Com o desenvolvimento do setor florestal, as areas plantadas sdo, cada vez mais,
extensas. A escassez de mao de obra e a busca pela maxima produtividade tém acarretado
aumento no uso do controle quimico, uma vez que ele apresenta baixo custo e grande

eficacia (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

O controle pode ser realizado a cultura com herbicidas seletivos ou ndo a cultura,
em pré ou pés-emergéncia. A deriva do produto e a intoxicacdo causada pela aplicagao
inadequada de herbicidas estdo entre os principais problemas relatados, quando se utiliza

o controle quimico (TAKAHASHI et al. 2009).

Alguns herbicidas apresentam caracteristica de permanecer no solo, mais
conhecido como “efeito residual” e podem se tornar indesejaveis, ja que podem gerar
danos as culturas seguintes, contaminagao de fontes de dgua por lixiviacao e mortalidade

para organismos nao-alvo (BRAGA et al. 2016).

De acordo com o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios — AGROFIT, para as
plantagdes de Eucalipto, alguns dos herbicidas indicados, para controle de plantas
daninhas, que apresentam efeito residual no solo, sdo: clomazone, indazinflan,
sulfentrazone, diuron, glyphosate, dentre outros (Ministério da Agricultura, Pecudria e

Abastecimento - MAPA, 2022).

A fim de encontrar alternativas e técnicas para descontaminagdo de areas, opta-se
por estratégias eficientes, de facil execugdo, que demandem menor tempo no processo €
que tenham menores custos (PIRES et al., 2003). Dessa forma, tem sido crescente o
interesse em se utilizar a biorremediagdo, técnica esta que consiste na utilizagdo de
agentes biologicos, os quais auxiliam na eliminag@o ou na reducdo da concentragdo de

poluentes ambientais.
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Uma forma de minimizar o risco de contaminagdo ambiental, por residuos de
herbicidas no solo, ¢ reduzir sua dissipagdo. Dessa maneira, agentes biorremediadores
podem absorver ¢ degradar herbicidas (CAO et al., 2018) ou estimular a microbiota do
solo para que haja a transformacdo desses contaminantes em compostos menos toxicos

ao meio ambiente (MELO et al., 2017).

A utilizagdo de microrganismos apresenta grande potencial em estudos referentes
a qualidade do solo, pois apresentam caracteristicas muito importantes como alta
sensibilidade a perturbagdes (PANKHURST; DOUBE; GUPTA, 1997); relacdo com
inameras fun¢des benéficas do solo, como a decomposi¢do de residuos, armazenamento
e disponibilidade de agua, transformacao e ciclagem de nutrientes e outros (SILVEIRA;
FREITAS, 2007); exercem fungdes diretas em muitos processos no ecossistema, como a
conversao de nutrientes em formas previamente disponiveis para as plantas

(DRINKWATER et al., 1996) e para a formacao da estrutura do solo (GILLER, 1996).

Os microrganismos podem ser capazes de tolerar e degradar herbicidas,
melhorando também a fertilidade dos solos e as condigdes de desenvolvimento das
plantas. Dentre o grupo das bactérias, as pertencentes aos géneros Pseudomonas, Bacillus
e Azospirillum, sdo capazes de liberar fitormonios como o 4cido indolacético (AIA),
giberelinas ou citocianinas, exercendo efeito estimulador do crescimento da planta
(LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009), sendo que, as do género Azospirillum
apresentam também a capacidade de fixagdo de nitrogénio (HUNGRIA, 2011). J4, no
grupo dos fungos, destacam-se os dos géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma,
que sdo interessantes, devido a sua capacidade de solubilizagdo de fosfato (SESHADRI
etal.,2004; WAKELIN et al., 2004; GOMEZJURADO, 2011), promogao de crescimento
vegetal e biocontrole de patogenos (MENDES et al., 2014).

2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUCAO FLORESTAL NO BRASIL
Os plantios florestais os quais utilizam espécies de rapido crescimento,
principalmente as dos géneros de Pinus e Eucalyptus, a partir dos anos 60, tiveram

significativa expansao, principalmente no periodo de vigéncia dos incentivos fiscais, de

1996 a 1988 (KENGEN, 2001).
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A formagdo de plantios florestais, com espécies de crescimento rapido, ¢ uma
eficiente estratégia para aumentar a oferta de madeira e de outros produtos florestais,
reduzindo assim a pressao sobre as florestas nativas. Como consequéncia da expansio, as
florestas plantadas passaram a suprir inicialmente a demanda da industria de celulose e
papel, e em seguida, segmentos importantes para a economia, tais como siderurgia,
produgdo de chapas e de painéis e a secagem de graos (AVILA; SIMIONI; BATISTA,
2017).

De acordo com o levantamento Producao da Extragao Vegetal e da Silvicultura —
PEVS (IBGE, 2020), o Brasil tem 9,6 milhdes de hectares de florestas plantadas, ou seja,
77,3% de eucalipto e 19 % de pinus.

O Brasil registra os maiores indices de produtividade de biomassa florestal com
origem, em 4reas de floretas plantadas, destacando-se, internacionalmente,

principalmente no mercado de papel e celulose (IBGE, 2020).

O setor florestal ¢ um importante contribuinte da balanga comercial do pais.
Segundo o relatdrio anual da Iba, em 2020, o setor atingiu, pela primeira vez, uma receita
bruta total, na casa de R$ 100 bilhdes. Logo, sua contribuigdo na balanga comercial foi
de USS$ 10,3 bilhdes em 2019, o segundo melhor resultado dos Gltimos 10 anos. Essa
cadeia industrial representa 1,2 % do PIB Nacional (IBA, 2020).

Os custos de produgdo, relacionados a plantios florestais, sdo influenciados por
diversas variaveis, por exemplo, o nivel tecnologico utilizado, o objetivo e a escala de
producao das técnicas de manejo, da densidade de plantas por hectare e da necessidade
de controle fitossanitarios, incluindo de pragas, de doencas (MOREIRA; OLIVEIRA,
2017) e de plantas daninhas.

2.2 PLANTAS DANINHAS

Dentre as caracteristicas relacionadas aos cultivos de eucalipto no Brasil estdo o
longo periodo de cultivo; pequeno numero de intervengdes, a partir do fechamento da
cultura; cultivo em areas marginais ou pouco mecanizaveis; solos de baixa fertilidade e
crescimento lento das plantas (SHUMACHER; VIERA, 2016), haja vista que tais

caracteristicas propiciam o estabelecimento de plantas daninhas.
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A interferéncia com plantas daninhas ¢ um fator limitante ao desenvolvimento e a
sobrevivéncia da maioria das espécies florestais (CARON et al.,2012), provocando
grandes prejuizos ao estabelecimento, ao desenvolvimento e a produtividade do plantio.
Porém, essa interferéncia causada pela matocompeticao ¢ mais severa na fase inicial do

desenvolvimento das espécies florestais (PITELLI; MARCHI, 1991).

A interferéncia causada por essas plantas pode ser direta e, ou indireta. A
interferéncia direta mais conhecida € a competi¢do por nutrientes, d4gua, luz e por espaco,
mas também ocorre a interferéncia na qualidade do produto obtido. As plantas daninhas
atuam como hospedeiras alternativas de pragas, nematoides e plantas parasitas, ademais,
prejudicam as praticas culturais e a colheita, sendo essas, as principais interferéncias

indiretas causadas por elas (PITELLI, 1987) .

De acordo com Marchi et al. (1995), as arvores que se desenvolvem sob a
interferéncia das plantas daninhas podem apresentar déficit dos nutrientes essenciais,
prejudicando assim o desenvolvimento delas. Tarouco et al. (2009) relatam que, apds 90
dias do transplantio de mudas de Eucalipto, onde ha presenca de plantas daninhas, houve
reducdo de 60% do didmetro do caule, acarretando assim uma queda significativa no

incremento final de madeira dessa espécie.

No setor das florestas plantadas, estima-se que cerca de U$ 95 bilhdes sejam
perdidos anualmente, em virtude da interferéncia dessas plantas (FAO, 2009), mesmo
apos adotadas medidas de controle. A interferéncia causada por estas plantas acarretam
perdas de 50% no incremento de madeira pelas arvores e prejuizos de 90% na

lucratividade dos produtores (HAKAMADA et al, 2010).

2.3 CONTROLE QUIMICO

Para que seja possivel obter produtividade elevada e sem prejuizos a cultura, deve
ser realizado o manejo das plantas daninhas (CANTARELLI et al., 2006). Esse manejo ¢
indispensavel na fase de estabelecimento de plantios florestais e tem como finalidade a

eliminag¢do da matocompeticao (AMBIENTE BRASIL, 2021).

O objetivo inicial de qualquer sistema de manejo de plantas daninhas ¢ a

manuten¢do de um ambiente onde as plantas ndo consigam se desenvolver, por meio do
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emprego especifico ou combinado de métodos de controle bioldgicos, culturais, fisicos e

quimicos.

Atualmente, o método de controle mais utilizado, em plantios florestais, para
limitar o desenvolvimento das plantas daninhas, ¢ o quimico, com a utilizagdo de
herbicidas. Esses produtos fitossanitarios os mais consumidos no mundo, inclusive o
Brasil € o maior usudrio dessa classe de agrotoxicos (GIANESSI, 2013; LIEBMAN et al.,
2016; PATEL; KUMBHAR, 2016).

As classificagdes mais importantes dos herbicidas sdo quanto a sua seletividade,
a sua translocacdo, a época de aplicagdo e ao seu mecanismo de a¢do. Quanto a sua
seletividade, os herbicidas sdo classificados a cultura como seletivos ou nao a cultura.
Herbicidas seletivos eliminam ou minimizam o crescimento de plantas daninhas em uma
determinada cultura, sem prejudicar a espécie de interesse, além de um nivel aceitdvel de
recuperagao, € os herbicidas nao seletivos sdo os que apresentam um amplo espectro de
acdo, e que sdo capazes de eliminar e danificar severamente a maioria das plantas

(OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN; INOUE; 2011).

Quanto a translocagdo, podem ser herbicidas de contato, ou seja, que nao se
translocam ou se translocam de forma limitada, causando danos nas partes que entram em
contato direto no tecido da planta; e herbicidas sistémicos que sdo translocados pelo
xilema e/ou pelo floema da planta e apresentam efeito mais demorado (OLIVEIRA

JUNIOR; CONSTANTIN; INOUE; 2011).

Quanto a época de plantio, os herbicidas sdo classificados como sendo de pré-
emergéncia, sua aplicacdo ¢ feita apds a semeadura ou plantio- mas antes da emergéncia
das plantas daninhas; e pds-emergéncia o controle ¢ feito apds a emergéncia das plantas

daninhas (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN; INOUE; 2011).

Quanto aos mecanismos de acdo, os herbicidas podem ser classificados como
inibidores da aceil CoAcarboxilase (ACCase) ; inibidores da acetolactato sintase (ALS);
inibicao da fotossintese no fotossistema I; ); inibigdo da fotossintese no fotossistema II;
inibicdo da protoporfitinogénio oxidade (PPO); inibi¢do da biossintese de carotenoides
na fitoen desaturase (PDS); inibicdo da biossintese de carotenoides na-hidroxifenil-
piruvato-dioxigenase  (4-HPPD); inibi¢do da biossintese de carotenoides (alvo
desconhecido); inibicdo da EPSP sintase; inibi¢ao da glutamina sintase; inibicao da DHP

(dihidropteroato sintase); inibicdo da formacdao de microtibulos; inibicdo da mitose;
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inibi¢do da divisdo celular; inibicdo da sintese de parede celular; inibi¢do da sintese de
lipidios; mimetizadores da auxina; inibidores do transporte de auxinas; desconhecidos

(OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN; INOUE; 2011).

2.3.1 EFEITO RESIDUAL

O solo ¢ o destino final dos herbicidas, sejam eles aplicados diretamente no solo,
na parte aérea das plantas (MANCUSO; NEGRISOLI; PERIM, 2011). De acordo com
Oliveira (2001), o efeito residual de um herbicida ¢ a predisposicdo que ele tem para
manter suas caracteristicas fisicas, quimicas e funcionais no ambiente por um certo
tempo. Esse efeito presente em alguns herbicidas, pode acarretar danos as culturas
seguintes, contaminacdo de fontes de dgua por lixiviacdo e mortalidade para organismos

ndo-alvo (BRAGA et al. 2016).

A deriva do produto e a intoxicacdo causada pela aplicagdo inadequada de
herbicidas residuais estdo entre os principais problemas relatados quando se utiliza o

controle quimico (TAKAHASHI et al. 2009).

De acordo com o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios — AGROFIT, no Brasil,
ha 185 herbicidas registrados para pulverizacdo em florestas de eucalipto (BRASIL,
2022a). Dentre tais produtos, alguns dos mais utilizados que apresentam efeito residual
no solo sdo: clomazone, indaziflam, sulfentrazona, a mistura de diuron e sulfentrazona e

a mistura do S-metolacloro e glyphosato (BRASIL, 2022a).

O indaziflam [CieH20FNs] (Figura 1A) ¢ um herbicida sistémico de pré-
emergéncia, recomendado para o controle de plantas infestantes nas culturas de pinus e
de eucalipto. Possui amplo espectro de acao e duradoura eficacia (GUERRA et al.,2013).
O herbicida pertence a nova classe quimica "alkylazine" e atua na inibi¢do da biossintese
da parede celular (KAAPRO; HALL, 2012). O produto evita que novas células da parede
celular sejam formadas, paralisa o crescimento da planta e inibe a deposi¢ao de cristais
na parede celular; afeta a formagao, a divisdo e o alongamento das células (GUERRA et

al.,2013).

A solubilidade em 4gua do indaziflam ¢ baixa, sendo esse considerado

moderadamente ou pouco mével no solo (JHALA; SINGH, 2012). Dependendo das
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condi¢des locais, a meia-vida do produto no solo pode ser maior que 150 dias (KAAPRO;

HALL, 2012).

O sulfentrazona [Ci11H10ClbFaN4O3S] (Figura 1B) ¢ um herbicida de agdo
sistémica, aplicado em pré-emergeéncia e € seletivo condicional. O mesmo controla varias
espécies de plantas daninhas mono e dicotiledoneas, das culturas da cana-de-agucar, de
soja, de café e de eucalipto (ROSSI; ALVES; MARQUES JUNIOR, 2005). Esse produto,
no solo, tem mobilidade moderada, de baixa adsor¢do, sendo sua degradagdo realizada
principalmente por microrganismos. Sua meia-vida €é, em média, de 180 dias

(RODRIGUES; ALMEIDA, 2005).

A mistura do sulfentrazona [C11H10ClbF2N4O3S] e diuron [CoH1oCl, N2O] (Figura
1C) ¢ utilizada em po6s-emergéncia das plantas daninhas presentes na cana-de-agtcar,
café, eucalipto, citros e soja. O produto originario dessa mistura ¢ de acdo sistémica,
seletivo condicional (BRASIL, 2022c). Esses produtos apresentam mecanismos de agao
dos inibidores da Protox e dos inibidores da fotossintese, no fotossistema II
respectivamente. Ressalta-se que o diuron € altamente persistente no meio ambiente, varia

de um més a um ano (OKAMURA et al., 2003).

O clomazone [C12H14CINO:] (Figura 1D) ¢ um herbicida seletivo e sistémico de
pré-emergéncia, recomendado para o controle de plantas infestantes nas culturas de
algodao, arroz, batata, cana de agtcar, eucalipto, fumo ¢ mandioca (BRASIL, 2022b).
Esse herbicida pertence ao grupo quimico das isoxazolidinonas, atua no processo da
fotossintese, onde inibe a enzima deoxixilulose fosfato sintase (DXP sintase), responsavel
pela sintese de isoterpenoides, que sdo precursores dos carotenoides (FERHATOGLU;
BARRET, 2006), os quais exercem fungdo de protecdo da clorofila a foto-oxidacao
(SCHREIBER et al., 2013).

Esse herbicida tem a sua funcionalidade influenciada diretamente pela textura e
pela matéria organica do solo (LOUX; SLIFE, 1989). Dependendo das condigdes
ambientais e da estrutura do solo, a meia-vida do clomazone no solo pode ser varidvel
(CURRAN et al., 1992; KIRKSEY et al., 1996). Estudo realizado por Senseman (2007)
demonstra que a degradagdao do clomazone ¢ mais rapida em condigdes anaerobicas ¢ a
meia-vida média do produto ¢ de 60 dias, enquanto em condic¢des aerdbicas, varia de 90

a 276 dias (CALIFORNIA, 2003).
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Algumas propriedades da molécula de clomazone indicam seu potencial
deslocamento, no ambiente, por volatilizagdo ou por carreamento junto a lamina de agua,
podendo acarretar toxicidade as plantas sensiveis. A redugdo da fitotoxicidade sobre
organismos nao-alvos pode ocorrer pela incorporagdo do herbicida ao solo ou pela

aplicagdo do produto em distancias minimas seguras indesejavel (NOLDIN et al., 2001).

A mistura do glifosato [C3HsNOsP] (Figura 1E) e s-metacloro [CisH22CINO;]
(Figura 1F) ¢ utilizada em pds-emergéncia das plantas daninhas, presentes na cultura de
algodao, milho, soja e eucalipto. O produto originario dessa mistura ¢ de acdo sistémica,
e ¢ seletivo condicional, ou seja, seletivo para as culturas de algoddo, milho e soja
geneticamente modificadas, com resisténcia ao glifosato, porém ndo seletivo para as
demais variedades dessas culturas (BRASIL, 2022d). Por conter S-metolacloro em sua
formulagao, possui também ag¢do residual sobre a germinagao ¢ a emergéncia de novos

fluxos de plantas daninhas.

Esses produtos apresentam mecanismos de a¢ao dos inibidores da divisao celular
e dos inibidores da EPSPs, respectivamente (BRASIL, 2022d). Sob condi¢des de campo,
trabalhos evidenciaram que a meia-vida do S-metolacloro varia entre 8 e 85 dias
(DINELLI et al., 2000; LAABS et al., 2002), e a meia-vida do glifosato no solo varia de
dias até alguns meses, sendo influenciada pelos teores de argila e pela matéria organica

presentes no solo e também pelo nivel da atividade microbiana (TONI et al., 2006).
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Figura 1 - Formula quimica dos herbicidas
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2.4 ATIVIDADE MICROBIANA NO SOLO

Os microrganismos constituem parte essencial no solo, pois desempenham
fungdes importantes e fundamentais para o ecossistema. Sdo inumeras as fungdes
desempenhadas por estes, sendo algumas mais conhecidas como a degradagdo de
compostos e ciclagem de nutrientes (GILLER, 1996), outras mais especificas, como o
auxilio as plantas na absor¢ao de nutrientes (MIRANSARI, 2013; CHAGNON et al.,
2013) e na fixagao bioldgica de nitrogénio (BALDANI et al., 1997).

Em éareas agricolas, os microrganismos atuam com base da selecao para plantas,
atuando diretamente contra a invasdo do solo por outros organismos; ja em ambientes
naturais, esses microrganismos sdo extremamente fundamentais para ciclagem de

nutrientes e para equilibrio do ecossistema (CARDOSO;ANDREOTE, 2016).

A diversidade microbiana dos solos € responsavel pelos servigos ecossistémicos,
os quais sdo definidos pelas fungdes do ecossistema e dos recursos biotecnoldgicos
fornecidos pela microbiota do solo. Dentre esses, destacam-se alguns que apresentam

caracteristicas essenciais ao solo, como a ciclagem do nitrogénio; pedogénese;
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transformagdo da matéria organica; processos biotecnoldgicos com a utilizacdo dos
microrganismos como alimento; biorremediagdo; biocontrole; e promoc¢ao do processo
de polinizagdo (PIMENTEL et al., 1997).

Figura 2 - Valoragdo dos servigos ecossist€émicos desempenhados pela diversidade

microbiana dos solos. As percentagens entre parénteses indicam a contribui¢do de cada
um desses servigos ecossistémicos
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Fonte: Pimentel et al. (1997)
2.5 BIORREMEDIACAO

Tecnologias que utilizam processos fisicos e/ou quimicos, ainda sdo bastante
utilizadas para descontamina¢do de ambientes poluidos. Porém, a biorremediagdo surge
como alternativa ecologicamente mais eficaz para desempenhar tal atividade, uma vez

que potencializam processos que ja ocorrem naturalmente (CAIRES, 2018).

A biorremediacao ¢ um processo no qual organismos vivos, normalmente plantas
ou microrganismos, sdo utilizados para remover ou reduzir poluentes no meio ambiente.
Atualmente, tem sido recomendada como uma alternativa viavel ao tratamento de

ambientes contaminados (GAYLARDE et al.,2005).

No que diz respeito aos tipos de utilizagdo da técnica de biorremediacdo, quanto
ao local de tratamento, elas podem ser realizadas de duas formas: ex situ (ou off site),

quando realizada fora do local onde ocorreu a contaminacao; in situ (ou on site), quando

21



o tratamento ¢ realizado no préprio local da contaminagdo. Os tratamentos in situ tornam
0 processo mais atrativo € economicamente viavel, comparado aos tratamentos ex situ,

além de acarretarem menores impactos ambientais (NANO et. al., 2003).

Devido a grande importancia dos processos de biorremediacao e da necessidade
de encontrar novas metodologias que reduzam o impacto ao meio ambiente, estudos nessa
area sdo importantes para a identificacdo de novos microrganismos que possuam a
capacidade de utilizar seus mecanismos de adaptagdes, em processos de biorremediagao,
auxiliando, assim, na recuperacdo de areas contaminadas com componentes toxicos

(SILVA, 2020).

Trabalhos que envolvem a degradagdo de compostos quimicos t€ém mostrado
diferentes microrganismos eficientes em catabolizar moléculas recalcitrantes (Tabela 1)
(PEREIRA; FREITAS; 2012). Varios organismos podem ser utilizados na degradacdo,
como fungos, bactérias e plantas, sendo que a eficiéncia de cada um vai depender da
estrutura da molécula a ser degradada e das enzimas capazes de degradar o produto

(MEYER, 1978).

A estrutura quimica dos poluentes influencia sua metabolizacdo pelos
microrganismos, principalmente, considerando-se a extensdo da biodegradagdo
(PEREIRA; FREITAS; 2012). Alguns compostos podem ser rapidamente biodegradados.

enquanto outros sao recalcitrantes(ATLAS, 1981).

Se as enzimas que catabolizam a degradacdo de compostos naturais apresentam
pouca especificidade pelo seu substrato, os xenobioticos com estrutura quimica similar a
esses compostos podem ser identificadas e, assim, serem aproveitados e utilizados como
fonte de energia e nutrientes pelos microrganismos (GAYLARDE et al.,2005). Dessa
forma, a degradag@o da molécula do poluente ¢ baseada em processos em que ocorrem

reagdes quimicas realizadas por microrganismos (PEREIRA; FREITAS; 2012).

Tabela 1. Microrganismos capazes de degradar herbicidas

Tipo Herbicidas Microorganismos Fonte
Arthrobacter sp. GAO etal, 2018
Atrazina Agrobacterium rhizogenes

. ) AGUIAR et al., 2020
Bactérias Micromonospora sp.

Microbacterium sp.

Glifosate ANDRIGHETTI, 2011

Pseudomonas sp.
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Serratia sp.
Arthrobacter sp.

Cochliobolus heterostrophus MATTOS, et al., 2010
Diuron Bacillus cereus EGEA et al., 2017
Stenotrophomonas acidaminiphila
Arthrobacter sp. WANG et al., 2018
Clorimurom etil Chenggangzhangella
methanolivorans SCHRIJVER; MOT, 1999
Pseudomonas sp. MELO et al., 2019
Nocardia brasiliensis
Sulfentrazone Rhizobium radiobacter

MARTINEZ; SILVA; FAY, 2007

Ralstonia pickettii
Methylobacterium radiotolerans

Aspergillus sp.

Atrazina e COLLA et al., 2008
Penicillium sp.
Cladosporium sp.
Eupenicillium sp.
Fungos  Sulfentrazone Metarrhizium sp. MARTINEZ; SILVA; FAY, 2007
Paecilomyces sp.
Penicillium sp.
Glifosate Fusarium anthophilum MATTOS et al., 2010
Penicillium sp. BARBOSA etal., 2013

Fonte: A autora.

Muitos fungos e bactérias tém sido utilizados na remog¢do de poluentes do
ambiente. Além da descontaminagdo do solo, alguns microrganismos apresentam
caracteristicas muito importantes para o ecossistema, como a transformagao e ciclagem
de nutrientes; decomposicdo de residuos; armazenamento e¢ disponibilidade de agua
(SILVEIRA; FREITAS, 2007); conversao de nutrientes em formas disponiveis para as
plantas (DRINKWATER et al., 1996); e formagao da estrutura do solo (GILLER, 1996).

Os microrganismos presentes nas areas contaminadas sao tolerantes as condi¢des
impostas pelos poluentes e muitas das espécies apresentam mecanismos para transformar

e/ou incorporar o contaminante (CAIRES, 2018).

Ressalta-se que os termos resisténcia e tolerancia sao atualmente dispostos como
sindbnimos. Resisténcia ¢ a habilidade de sobrevivéncia a xenobioticos por mecanismos
de detoxificagdo produzidos em resposta direta a contaminante. A tolerancia, por outro
lado, ¢ a habilidade de sobreviver a toxicidade desses produtos, por meio de propriedades

intrinsecas do organismo (GADD, 1992).
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2.5.1.1 FUNGOS

Devido ao alto potencial degradativo e aos diferentes mecanismos de resisténcia
em condigdes ambientais diversas, os fungos tém sido utilizados em grande escala em
processos de biorremediacdo (CONCEICAO et al., 2005).

De acordo com Chander, Arora e Bath (2004) os fungos apresentam algumas
caracteristicas que favorecem a sua utilizacdo em sistemas de biorremediagdo, como a
capacidade de crescer em condigdes de estresse ambiental; o modo de crescimento,
através do alongamento e da ramificacdo das hifas, permitindo assim a colonizacdo de
grandes areas e de sistema de biodegradacdo fungico, que ¢ realizado por enzimas
extracelulares. Além dessas caracteristicas, os fungos podem absorver esses
contaminantes, ¢ bioacumuld-los em organelas ou liga-los a proteinas de seu interior
(MELO; AZEVEDO, 2008).

Os microrganismos podem ser capazes de degradar compostos toxicos a0 meio
ambiente, melhorando também a fertilidade dos solos e as condi¢oes de desenvolvimento
das plantas. Dentre o grupo dos fungos, alguns se destacam por apresentar grandes
beneficios ao ecossistema por apresentarem tolerancia a diversos compostos, como os do
género Aspergillus, Penicillium e Trichoderma (COLLA et al., 2008; ROCHA et al.,
2018; EGEA, 2010; GUEDES, 2010; CECHINEL, 2018; DEMICHELLI et al.,2020).

As espécies do género Aspergillus tém ampla distribuicao, estdo presentes no ar e
na agua, em organismos vegetais e animais, além de estarem associadas a deteriorag@o de
alimentos e materiais vegetais. Muitas das espécies desse género sdo utilizadas para
obtencao de enzimas, na biossintese quimica e na transformacao de compostos (ALVES,

2012).

As coldnias do fungo geralmente tém crescimento rapido e exuberante, sendo
inicialmente brancas/ amareladas, passando para marrom/preto. A mesma ¢ composta por
micélio aéreo com conidioforos bem distribuidos sobre o meio, com abundante produgao
de conidios (SANTOS, 2007).

Em Aspergillus niger ha a producdo da “cabeca aspergillar”, que ¢ formada por
uma haste (estipede) asseptado que finaliza em uma vesicula, sobre a qual se desenvolve
as células conidiogénicas (fidlides de métulas), sendo que as fidlides produzem os
conidios com suas respectivas caracteristicas (Figura 3). Uma cabeca aspergillar
unisseriada ¢ constituida por uma vesicula, a qual ¢ coberta por fidlides que produzem os

conidios. Ja, na cabeca aspergillar bisseriada, antes das fidlides, hd a presenca de uma
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camada de células que a geram, a qual ¢ chamada de métula. A estrutura inteira,
considerando a cabega aspergillar, a haste e a cé¢lula pé, ¢ denominada conidioforo

(SANTOS, 2007).

Figura 3 - Morfologia representativa de espécies do género Aspergillus

Conidios

Conididfora

Fonte: ROSA et al., 2002

Em espécies de Aspergillus niger, os conidios se desenvolvem com uma coloragao
castanha escura a preta, a vesicula ¢ esférica, contendo fialides unisseriadas ou bisseriadas
(Figura 4) (SIMOES; SANTOS; LIMA, 2013). Essa espécie consegue se desenvolver em
locais secos e quentes, sendo sua temperatura 6tima de crescimento entre 35-37 °C, mas,

consegue ainda se multiplicar em um grande intervalo de temperaturas, entre os 6 e 47 °C

(KRIJGSHELD et al., 2013).

Figura 4 - Observacao microscopica de Aspergillus niger

s Laak

Fonte: ELLIS et al.,2007

25



A capacidade de liberar, glicosidar e sintetizar compostos ¢ um dos argumentos
para a utilizagao desse fungo (BENNETT, 2010). Essa espécie ¢ capaz de utilizar uma
grande variedade de produtos como fonte de carbono, consegue efetuar uma elevada
conversao de substrato em 4cido, ¢ tolerante a altas concentracdes de glicose
(GOLDBERG; ROKEM; PINES, 2006) e ¢ eficiente na solubilizagdo de compostos
portadores de fosforo (MENDES et al., 2014).

Penicillium pinophilum ¢ conhecido por se desenvolver em diferentes substratos
e podem ser encontrados no solo, na vegetacao, em madeira, em especiaria, em alimentos,
no ar ¢ na agua. Sao saprobios oportunistas e importantes para a industria devido a sua

produgdo de metabolitos secundérios e de enzimas (CARDOSO, 2007).

Suas colonias possuem crescimento rapido e sua cor varia entre verde ou branco.
Esse género caracteriza-se por ramificacdes de conididforos, também denominadas
fidlides (Figura 5) (GARVIL et al, 2014) . Os conidios que sdo produzidos sao redondos,
unicelulares e hialinos, de coloragdo verde ou cinza (Figura 5), as caracteristicas de sua
parede, por variar de acordo com a espécie, sdo lisa ou aspera (CARDOSO, 2007).

Figura 5 - Fotografia de colonias de Penicillium pinophilum cultivadas em agar de
extrato de levedura Czapek (CYA) ap6s 7 dias

Fonte: NONAKA et al., 2011.

Algumas espécies do género Penicillium tém a capacidade de causar danos a
diversos vegetais. Porém, outras espécies t€ém grande importancia na induastria, como a
producao de antibioticos e de enzimas, além de serem aplicadas na industria alimentar,
na maturacdo de queijos, dentre outros (DONATI, 2008). Varias espécies desse género
sao utilizadas em diversas pesquisas, as quais tém demonstrado seu potencial para
biocontrole, micoparasitismo, secrecao de metabolitos secundarios, fonte de enzimas para

diversos interesses (SOUZA, 2010) e solubilizacao de fésforo (ILLMER et al. 1995) .
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O género Trichoderma possui grande variedade de espécies, que sao
cosmopolitas, encontradas em diferentes habitats, principalmente em locais ricos em

matéria organica (ZAFRA; CORTES-ESPINOSA, 2015).

Esse género ¢ caracterizado por culturas de rapido crescimento a 25-30 °C.
Caracteriza-se por ramifica¢des de conidiéforos, com o apice finalizando com uma ou
poucas fidlides, as quais sdo hialinas e tipicamente ampliadas no meio (Figura 6)

(BISSETT, 1984; JAKLITSCH, 2009).

A maioria das espécies apresentam conidios de coloragdo verde. Quanto a forma,
os conidios variam em elipsoidais, globosos ou subglobosos, em geral, formados em tufos

compactos ou soltos (Figura 6) (BISSETT, 1984).

Figura 6 - Fotografia de colonias de Trichoderma sp. cultivadas em BDA ap6s 96 horas
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Fonte: LISBOA, 2017.

Muitas espécies do género tém sido estudadas em relagdo as suas caracteristicas
fisiologicas e em aplicacdes biotecnoldgicas, pois apresentam mecanismos enzimaticos
importantes que consistem em quitinases , celulases, glucanases e proteases, etc, para a
decomposicio e a utilizagio de substratos presentes nos solos (ZAFRA; CORTES-
ESPINOSA, 2015).

Espécies desse género sdo comumente encontradas nos solos e nas raizes das
plantase possuem resisténcia a maioria dos agroquimicos. Além disso, eles sdo altamente
resistentes a uma variedade de substancias tdxicas como metais pesados, compostos

organometalicos, efluentes de curtume e produtos quimicos nocivos, como o cianeto

(TRIPATHI et al., 2013).
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2.5.1.2 BACTERIAS

Considerando o menor tempo de reproducao e a maior versatilidade metabolica e
enzimatica, as bactérias, quando comparadas aos demais grupos microbianos, sio
utilizadas na maioria dos estudos sobre biorremediacao. Pode-se destacar Pseudomonas
spp., Bacillus spp., Acinetobacter spp., Alcaligenes spp., Achromobacter spp,
Enterobacter spp, Proteus, spp, Serratia spp, Azospirillum spp., Klebsiella spp., entre
outras (MARTINS; MARTINS, 2013; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Essas bactérias
auxiliam os vegetais na aquisicdo de nutrientes, uma das fun¢des mais importantes do

ecossistema (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

O género Pseudomonas ¢ conhecido por ser bastante heterogéneo. Atualmente,
reconhece-se como Pseudomonas (stricto sensu) apenas as espécies que se agrupam com
P. aeruginosa e P. fluorescens no grupo I de homologia DNA-rRNA (PALLERONI et
al., 1973) e subclasse ¥ das Proteobacteria (WOESE, 1987), com pelo menos 30 espécies
validadas (ZAGO et al., 2000).

Espécies do grupo I DNA-rRNA sdo divididas em dois grupos de acordo com as
suas propriedades de produzir ou ndo pigmentos fluorescentes (pioverdinas) ou de
acumular nas células inclusdes de poli-a-hidroxibutirato (ndo fluorescentes) (KIMURA;

RIBEIRO, 1994).

As espécies do género apresentam mecanismos de acdo importantes para auxiliar
o desenvolvimento de espécies vegetais como: producdo de antibidticos que podem
auxiliar no controle de outros organismos indesejaveis (FRAVEL, 1988); producao de
sideroforos que sdo queladores de ferro (ZAGO et al, 2000); produgdo de reguladores de
crescimento; mineralizagdo de nutrientes; indugao de resisténcia etc. (ZAGO et al, 2000).
Estudos demonstram também que espécies de Pseudomonas apresentam caracteristicas
importantes em processos degradativos de alguns compostos como triazinas, derivados
do petrdleo, entre outros (MANDELBAUM, ALLAN, WACKETT, 1995; PINHO et al.
2018).

Entre os géneros de bactérias antagonistas de mais prevaléncia destacam-se as do
grupo Bacillus (SILVA et al., 2008). Esse género se destaca por formar enddsporo e por
apresentar muitos mecanismos antagonicos, os quais possibilitam a sua longa manutencao

e sua sobrevivéncia em nichos ecoldgicos especificos, com grande versatilidade nos
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mecanismos de a¢do para driblar as defesas dos fitopatogenos (LANNA FILHO; FERRO;
PINHO, 2010).

Bacillus subtilis ¢ conhecido por ser um dos mais eficientes agentes de
biocontrole, pois apresenta caracteristicas como estar presente nos solos, tolerar altas
temperaturas, apresentar rapido crescimento, formacdo de esporos resistentes etc.
(SHODA, 2000). Devido ao seu potencial biodegradador da espécie, estudos foram
realizados e relatam a sua eficiéncia para biorremediar hidrocarbonetos (BISOGNIN et

al., 2018; FRANCA, GONCALVES, 2011).

As espécies do género Azospirillum sdo capazes de promover o crescimento
vegetal através da produgdo de fitormodnios, da fixagcdo bioldgica do nitrogénio e da
inibicdo de patogenos, além de atuarem na metabolizacdo de xenobidticos, no qual tem

se destacado seu papel na biorremediacao (CECAGNO, 2013).

A espécie mais bem caracterizada desse género € Azospirillum brasilense. Essa
espécie promove o crescimento vegetal de forma direta, por intermédio da fixacdo de
nitrogénio, da sintese de fitormonios como a auxina acido indol acético (AIA) e
giberelinas e indireta pela inibi¢do de patogenos presentes na rizosfera (CECAGNO,
2013). Além de auxinas, giberelinas e citocininas, A. brasilense é capaz de produzir acido
abscisico (ABA), hormoénio sintetizado pelos vegetais, quando submetidos a condic¢des

de estresse (CECAGNO, 2013).

Alguns trabalhos sobre as respostas fisiologicas induzidas por Azospirillum
relatam melhoria em parametros fotossintéticos das folhas, como o teor de clorofila e de
condutancia estomatica; aumento do teor de prolina na parte aérea e nas raizes; melhoria
no potencial hidrico, aumento no teor de 4gua do apoplasto; aumento da elasticidade da
parede celular; aumento da producdo de biomassa; aumento da altura das plantas

(BARASSI et a., 2008; BASHAN et al., 2006).

2.6 PERSPECTIVAS

Devido expansdo de florestas plantadas e da necessidade de aumento de sua
produtividade, tem-se utilizado herbicidas, em grande quantidade. Esses herbicidas
podem ter efeito residual no solo, efeito esse que pode ser prejudicial a outros seres vivos,

principalmente a microbiota do solo (BARROSO; MURATA; 2021). Portanto, fazem-se
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necessarios estudos que possibilitem conhecer a tolerdncia de microrganismos a
agroquimicos, para assim identificar seu potencial para descontaminagdo de areas, de

forma que potencialize a biodiversidade do solo.

3. HIPOTESE
Microrganismos que apresentam fungdes benéficas no solo e nas plantas podem
tolerar herbicidas que exprimem efeito residual na cultura do eucalipto, podendo degradar

estes produtos, utilizando as fontes de carbono e nitrogénio de sua molécula.

4. OBJETIVOS
Objetivo geral:

Avaliar a tolerancia e o potencial degradador de microrganismos a herbicidas que

apresentam efeito residual na cultura do eucalipto.
Objetivos especificos:

1. Avaliar a tolerancia ¢ o potencial degradador dos fungos Aspergillus niger,
Penicillium pinophilum e Trichoderma sp aos herbicidas indaziflam,
sulfentrazona, sulfentrazona +diuron, clomazona, glifosato+s-metolachlor

2. Avaliar a tolerancia das bactérias Bacillus subtilis, Pseudomonas sp. €
Azospirillum brasilense na presenga dos herbicidas indaziflam, sulfentrazona,
sulfentrazona + diuron, clomazona, glifosato + s-metolachlor

4. MATERIAL E METODOS

Os microrganismos utilizados foram obtidos através de colecdes do Laboratorio
de Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal de Uberlandia — UFU. Os
codigos das cepas utilizadas foram respectivamente: Aspergillus niger — ¥S1, Penicillium
pinophilum — FS24, Trichoderma sp. — Caatinga, Bacillus subtilis — Lamif 18,
Pseudomonas sp. — 548 e Azospirillum brasilense — Ab-V5.

Os fungos foram cultivados no meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) e

incubados em BOD por 10 dias. Ja as bactérias foram cultivadas no meio Luria Bertani -
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LB composto por 10 g de peptona, 5 g de extrato de levedura e 5 g de NaCl, 15 g de agar,
em um pH final de 7,0 £ 0,2 e foram incubadas em BOD por 10 dias.

As solugdes herbicidas utilizadas para suplementar o meio de cultura foram
preparadas em ambiente asséptico, com a dilui¢do dos produtos comerciais em agua
deionizada, em concentragdes correspondentes as doses recomendadas (Tabela 2), de
forma a abranger uma camada superficial de 5 cm de solo, de acordo com a profundidade
de ocorréncia da maior parte das sementes de plantas daninhas e da populagao microbiana
do solo. As solugdes foram esterilizadas por filtracio com auxilio de seringa estéril

através de membrana com poros de 0,22 pm.

Tabela 2. Herbicidas residuais utilizados para montagem do experimento.

Herbicida Composiciao D.R (L/ha) Método de aciio
Indaziflam Ind.aziﬂar.n 500 g/L; 0.15 Inibicdo da biossintese de
Outros ingredientes: 600 g/L celulose
Sulfentrazona: 500 g/L Inibi¢do da enzima
Sulfentrazona 1,2 protoporfirina oxidase
Outros ingredientes: 721,6 g/L (PROTOX)
Sulf;ﬁ;:?giolg/igm Inibigdo da fotossintese
Diuron + : (FSII) + Inibigdo da enzima
sulfentrazona 1,2—ethaned191: 65,70 g/L 2,2 protoporfirina oxidase
Outros ingredientes: 619,30 (PROTOX)
g/L
Clomazona: 360 g/L Inibi¢do da sintese de
Clomazona i . 2,5 .
Outros ingredientes: 798 g/L carotenoides
S-Metolachlor: 353,8 g/L Inibigdo da divisdo celular
S- Metolachlor Glifosato: 265,7 g/L 5.4 + Inibi¢do da enzima enol-
+ Glifosato ’ piruvil-shiquimato-fosfato
Outros ingredientes: 600,5 g/L sintase (Epsps)

Legenda: DR= Dose recomendada na bula de cada produto.
Fonte: A autora

4.1 EXPERIMENTO COM FUNGOS

4.1.1 ANALISE DA TOLERANCIA DOS FUNGOS AOS HERBICIDAS
Inicialmente foi preparado o meio de cultura Czapek Dox composto de 30 g de

sacarose, 3 g de NaNOs, 1 g de KoHPO4, 0,5 g de KCl, 0,5 de MgSO4-7H>0 e 0,01 g de

FeSO4:7H>0, para 1 litro do meio, em um pH final de 7,3 + 0,2. Foram colocados 30 ml

do meio em erlenmeyers de capacidade de 125 ml e posteriormente esses foram

autoclavados a 121 °C por 20 min. Nesse experimento, foram utilizadas 4 repeticdes de

cada tratamento.
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Em seguida, foram adicionados aos erlenmeyers 12 pl da solu¢do com herbicida e
1 ml do in6culo na concentragio de 10° conidios por frasco. Os frascos inoculados foram

incubados em um agitador orbital a 150 rpm, 28 °C, por 10 dias.

Apos esse periodo, o meio liquido foi filtrado e a biomassa fungica disposta em
cadinhos de porcelana, os quais foram levados para estufa a 60+ 5 °C até atingirem peso
constante (= 36 horas). Apos tomado o peso da biomassa, foi calculada a biomassa

relativa média (%) (Equagao 0O1).

Peso (g) de cada tratamento*100

Biomassa relativa média = (1)

média do peso do tratamento controle para o fungo

4.1.2 ANALISE DO POTENCIAL DEGRADADOR

O teste de degradacgdo do herbicida foi realizado removendo as fontes de carbono
(sacarose) e nitrogénio (NaNO3) do meio de cultura Czapek Dox na presen¢a ou auséncia
do herbicida. O experimento foi organizado em esquema fatorial 2° (Tabela 3). Nesse
experimento foram utilizados apenas os microrganismos, que apresentaram mudanca
significativa na taxa de crescimento, na presenca do herbicida, sendo utilizado também
apenas o produto que proporcionou tal mudanga, utilizando-se sua dose comercial,
considerando abranger 5 cm de solo. O tratamento controle foi o crescimento microbiano

em meio de cultura Czapek Dox com todas as fontes e sem herbicidas.

Tabela 3. Disposicdo dos tratamentos utilizados para analise do potencial degradador

Tratamentos/ Codigos N C  Herbicida
Tl + + +
T2 (controle) + + -
T3 - + +
T4 - - -
T5 + - +
T6 + - -
T7 - - -
T8 - - -

* Para o tratamento controle foi considerado o meio Czapek com todas as fontes de nutrientes e
sem a presenca do herbicida
Fonte: A autora

Caso houvesse o crescimento dos microrganismos no meio sem fontes de carbono
ou de nitrogénio e com herbicidas, seria caracterizada a degradagcdo dos herbicidas

(BARROSO et al., 2020).
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A incubacao foi realizada em erlenmeyers de capacidade de 125 ml, contendo 30
ml do meio de cultura ja autoclavado a 121 °C a 20 min, 12 pl da solugdo com herbicida
e 1 ml do indculo na concentragio de 10° conidios por frasco. Os frascos inoculados foram

incubados em um agitador orbital a 150 rpm, 28 °C, por 10 dias.

Ap6s esse periodo, o meio liquido foi filtrado e a biomassa fingica disposta em
cadinhos de porcelana, os quais foram levados para estufa a 60+ 5 °C até atingirem peso
constante (= 36 horas). Apds tomado o peso da biomassa, foi calculada a biomassa

relativa média (%) (Equagao 01).

4.1.3 ANALISE ESTATITICA
Os dados de crescimento dos microrganismos foram submetidos a analise de
variancia (p < 0,05) utilizando o software R (CORE TEAM, 2022). Posteriormente os

dados foram submetidos ao teste de Dunnet a 5% de significancia.

4.2 EXPERIMENTO COM BACTERIAS
4.2.1 ANALISE DA TOLERANCIA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

O método utilizado para avaliacao da curva de crescimento bacteriano foi o cultivo
em meio liquido, com avaliagdes ao longo do tempo. A incubagdo e a leitura do
crescimento bacteriano foram realizadas em placas de ELISA, contendo o meio de cultura
Luria Bertani — LB composto por 10 g de peptona, 5 g de extrato de levedura e 5 g de
NaCl, em um pH final de 7,0 + 0,2 ja autoclavado a 121 °C por 20 min.

Foi preparado um pré-indculo de cada microrganismo, os quais foram inoculados
em erlenmeyers, contendo 50 mL do meio LB. O pré in6culo foi mantido a 150 rpm e 28
°C por 36 h. Depois desse periodo, uma aliquota de 1 ml do pré-indculo foi inoculada,
assepticamente, em um segundo erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio LB.
Outra aliquota de 1 mL foi analisada em espectrofotometro de absorcdo para

determinacdo da densidade 6tica (DO) em 620 nm.

Posteriormente, por diluicdes sucessivas da aliquota do pré-indculo, foi ajustada
a concentragdo bacteriana necessaria para inocular em cada poco da placa de ELISA,

determinando-se uma DO inicial entre 0,1 e 0,2 por poco. Foram adicionadas em cada
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poco da placa de ELISA 250 pl do meio de cultura autoclavado, 1 pl das solugdes dos

herbicidas e 10 ul do inoculo. As placas foram colocadas em shaker a 28°C e 150 rpm.

O crescimento bacteriano (densidade microbiana) foi avaliado por 30 h por leitura
da absorbéancia com auxilio de um leitor de placas de ELISA Multiskan, em comprimento
de onda de 620 nm. As primeiras leituras foram feitas de hora em hora durante as 5
primeiras horas; a sexta leitura foi feita apds 7 h de incubacao; a sétima apds 10 h; e as

demais foram feitas de 4 em 4 horas até as 30 horas apo6s incubagao.

Para avaliar o comportamento das bactérias em funcao do tempo na presenga dos
herbicidas foi aplicado o modelo de Gompertz (ZHOU et al., 2012) (Equacao 02) que ¢
uma funcao exponencial dupla e descreve uma curva sigmoide assimétrica, onde Y(t) € o
logaritmo decimal da densidade microbiana no tempo t. A ideia de utilizagdo desse
modelo ¢ representar a limitagdo de espago e/ou de nutrientes, com a velocidade de
crescimento até um maximo e ndo reduzindo depois, assemelhando-se as trés fases do

crescimento microbiano (ZHOU et al., 2012).
Y(t) = A.exp {—exp[-B(t — W]} )
Em que:
A: ¢ a quantidade limite de coldnias (assintota superior);
B: ¢ a velocidade de crescimento relativa no tempo p
u: € o tempo em que o crescimento tem sua taxa maxima;
t: ¢ um instante de tempo qualquer

Y(t): log N/No; onde, N ¢ a densidade microbiana no tempo e Ny ¢ a densidade
microbiana inicial

Posteriormente, o modelo foi ajustado através do software MicroFit (SIQUEIRA
et al., 2014), e com o software R (CORE TEAM, 2022), os valores correspondentes aos
parametros A, B e p foram submetidos a andlise de variancia (p < 0,05) e suas médias

quando significantes comparadas pelo teste de Scott- Knott a 5% de significancia.
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5. RESULTADOS
5.1 ANALISE DA TOLERANCIA DOS FUNGOS AOS HERBICIDAS

Ao avaliar a tolerancia dos microrganismos aos herbicidas residuais, observou-se
que todos os fungos analisados sdo tolerantes aos herbicidas estudados. Analisando os
resultados do Aspergillus niger (Tabela 4), observou-se que nao houve alteracao do
crescimento fingico na presenca dos herbicidas, quando se compara ao tratamento
controle. Para o Penicillium pinophilum (Tabela 4), ndo foi observada diferencga

significativa de crescimento na presenga dos herbicidas.

Para o Trichoderma sp. (Tabela 4), observou-se que na presenca da mistura de
glyphosate+s-metolachlor a taxa de crescimento foi maior em relagdo ao tratamento
controle. Arfarita et al. (2014) relata que esse fungo apresenta crescimento consideravel
na presenca de glyphosate, utilizando com exceléncia o nitrogénio presente em sua

molécula para promogao de seu crescimento.

Tabela 4. Biomassa relativa média fungica na presenca dos herbicidas.

Microrganismos

Herbicida
Aspergillus niger Penicillium pinophilum Trichoderma sp.

Controle 100 101,5 100
Indaziflam 62,99 91,44 130,71
Clomazone 88,18 73,52 106,01

Glyphosate+s-metolachlor 114,81 104,44 200,73 *

Sulfentrazone 106,49 79,41 109,62
Sulfentrazone+diuron 90,19 82,23 133,02

Colunas que contém * apresentaram diferenca significativa em relagéo ao controle de acordo com Dunnet
a 5% de significancia.
Fonte: A autora

5.2 ANALISE DO POTENCIAL DEGRADADOR

Ao analisar o experimento anterior, observou-se que na presenga da mistura dos
herbicidas glyphosate+s-metolachlor o Trichoderma sp. teve a sua taxa de crescimento
elevada, quando comparado ao tratamento controle. Portanto, a analise do potencial
degradador foi realizada para o Trichoderma sp., na presenga da mistura dos herbicidas
citados acima. Para tanto, foram os tratamentos apresentados na tabela 3.

Depois de analisados os dados dos experimentos, confirmou-se que os herbicidas
ndo tém qualquer efeito sob o crescimento do Trichoderma sp., ou seja, o fungo cresceu

na presenga e auséncia dos produtos, sem nenhuma diferenga significativa (Figura 7).
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Figura 7- Biomassa relativa média de Trichoderma sp. na presenga de glyphosate+s-
metolachlor. A descrigao dos tratamentos de acordo com seus respectivos codigos esta
descrita na Tabela 3. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si de acordo o

teste de Scott- Knott a 5% de significancia; as barras indicam o desvio padrao (n=4).
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Fonte: A autora

Para o nitrogénio (T3 e T4), observa-se que nao houve efeito significativo no
experimento com e sem o elemento para o herbicida avaliado (Figura 7). Tal fato pode
ser explicado pela baixa demanda desse nutriente, no periodo avaliado, ou pelo nitrogénio

contaminante de outros ingredientes do meio de cultura.

Observou-se também que o Trichoderma sp. ndo conseguiu utilizar, de forma
satisfatoria, o herbicida como fonte de carbono, ou seja, nos tratamentos nos quais ha a
falta de uma fonte de carbono mais biodisponivel, o crescimento foi afetado (Figura 7).
O carbono ¢ requerido pelos organismos vivos como importante constituinte da estrutura
celular e é responsavel pelo suprimento de energia para o fungo, portanto, sem o nutriente,

o fungo ndo consegue se desenvolver satisfatoriamente.

Ressalta-se que a quantidade de herbicida utilizado foi pequena, uma vez que
foram consideradas as quantidades recomentadas na bula do produto. Dessa maneira, para

estudos futuros, recomenda-se que doses mais altas sejam avaliadas, com o objetivo de
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verificar o potencial do Trichoderma sp. em utilizar o carbono presente no herbicida para

se desenvolver.

5.3 CRESCIMENTO BACTERIANO

Os dados obtidos com o experimento, ao serem aplicados ao modelo de Gompertz

(ZHOU et al., 2012), sdo apresentados como uma curva sigmoide (Figura 8), onde Y(t) ¢

o logaritmo decimal da densidade microbiana no tempo t. Ao aplicar o modelo, alguns

parametros importantes sao obtidos (Tabela 5)

Figura 8 - Curva sigmoide obtida através do modelo de Gompertz para o tratamento
Pseudomonas sp. sem herbicida
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Fonte: A autora

Tabela 5. Parametros obtidos através do modelo de Gompertz para o tratamento
Pseudomonas sp. sem herbicida.

Modelo SGompertz
Equagao y = a*exp(-exp(-k*(x-xc)))
A 0.76616 + 0.01884
u 4.40598 £+ 0.26003
B 0.24086 £ 0.02432

R? 0.98856

Fonte: A autora
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Para analisar os crescimentos bacterianos, os pardmetros A, B e p sdo muito
importantes, uma vez que representam respectivamente a quantidade limite de colonias
do meio; a velocidade de crescimentos relativa no tempo desses microrganismos € o
tempo em que o crescimento bacteriano tem sua taxa maxima. Desta forma, esses
parametros foram analisados de forma a verificar o efeito dos herbicidas no crescimento
das bactérias estudadas. Para tanto, os herbicidas foram numerados em codigos, conforme
descrito na tabela 6.

Tabela 6. Codificacao dos tratamentos utilizados na anélise para tolerancia das
bactérias na presenca de herbicidas

Cddigos Herbicidas
Tl Sem herbicida (Controle)
T2 Sulfentrazona
T3 S-Metolacloro + Glifosato
T4 Sulfentrazona + Diuron
TS5 Clomazona
T6 Indaziflam

Fonte: A autora
Ao avaliar o parametro A de Azospirillum brasilense (Figura 9A), Bacillus subtilis
(Figura 9B) e Pseudomonas sp. (Figura 9C), observa-se que ndo houve alteragdo na
quantidade limite de células produzidas no meio na presenca dos produtos utilizados.

Figura 9 - Valor do parametro A obtido através da modelagem de Gompertz para (A)
Azospirillum brasilense; (B) Bacillus subtilis; (C) Pseudomonas sp. A descricdo dos
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tratamentos de acordo com seus respectivos codigos esta descrita na Tabela 5. Os

tratamentos nao diferem entre si, p > 0,05; as barras indicam o desvio padrdo (n=5).
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Avaliando o parametro B de Azospirillum brasilense (Figura 10A), Bacillus
subtilis (Figura 10B) e Pseudomonas sp. (Figura 10C), observa-se que a velocidade de
crescimento, ou seja, a taxa de crescimento relativa no tempo de avaliacdo nao foi alterada

na presenga dos produtos utilizados.
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Figura 10 - Valor do parametro B obtido através da modelagem de Gompertz para (A)
Azospirillum brasilense; (B) Bacillus subtilis; (C) Pseudomonas sp. A descricdo dos
tratamentos de acordo com seus respectivos codigos esta descrita na Tabela 5. Os
tratamentos nao diferem entre si, p > 0,05; as barras indicam o desvio padrdo (n=5).
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Para o pardmetro pu de Azospirillum brasilense (Figura 11A), Bacillus subtilis
(Figura 11B) e Pseudomonas sp. (Figura 11C), observa-se que o tempo em que esses
microrganismos tém sua maior taxa de crescimento, ndo ¢ afetado pela presenga dos

herbicidas utilizados.

Figura 11 - Valor do parametro p obtido através da modelagem de Gompertz para (A)
Azospirillum brasilense; (B) Bacillus subtilis; (C) Pseudomonas sp. A descricdo dos

tratamentos de acordo com seus respectivos codigos ¢ descrita na Tabela 5. Os
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tratamentos ndo diferem entre si, p > 0,05; as barras indicam o desvio padrdo (n=5).
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Diante disso, observa-se, portanto, que o crescimento de Azospirillum brasilense,
Bacillus subtilis ¢ Pseudomonas sp. ndo foi influenciado na presenca dos herbicidas,

demonstrando que os produtos avaliados niao afetam o crescimento das bactérias.

6. DISCUSSAO
Mediante os experimentos avaliados, confirma-se que todos os microrganismos

estudados se desenvolveram na presenga dos herbicidas utilizados.

Para que um herbicida seja liberado para uso e a sua dose recomendada seja
determinada, estudos utilizando microrganismos sao realizados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA, junto ao Ministério da Saude para determinar a CL 50
(Concentragao Letal Média para matar 50% dos individuos em um determinado espaco
de tempo). Machado (1999), afirma que os dados da CL50 oferecem uma ideia

significativa a respeito da toxidade de um agrotoxico a organismos vivos.

Ressalta-se que os testes com os microrganismos sdo realizados de forma

genérica, tomando como base a respiragdo € a nitrogenacdo dos microrganismos
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(IBAMA, 2022) ndo sendo avaliado efeito desses produtos sobre o crescimento de grupos

microbianos especificos.

Pereira et al. (2008) relatam que a utilizagdo de agrotéxicos, em especial, de
herbicidas, pode influenciar a dindmica dos microrganismos do solo, mas pode também

apresentar efeito nulo sobre os mesmos.

O mecanismo de acdo de um herbicida esta ligado ao passo bioquimico ou
biofisico inicial no interior celular, sendo esse suficiente ou ndo para matar espécies
sensiveis e, para que isso ocorra, diversas reagdes/processos quimicos sdo fundamentais

para determinar o éxito de um produto (MARCHI et al., 2008).

Ao analisar o mecanismo de acdo dos herbicidas avaliados, observa-se que
nenhum possui efeito direto sobre microrganismos presentes no solo. O clomazone atua
como inibidor de pigmento, inibindo enzimas na via do 4cido mevaldnico que leva a
biossintese de carotendide, os quais estio localizados nos cloroplastos das plantas (ROSS;
CHILDS, 1996); o S-metolachlor inibe a divisao celular e o crescimento da parte area e
de raizes; o indaziflam inibe a biossintese de celulose; o sulfentrazona inibi a
protoporfirina oxidase -PROTOX, que ¢ uma enzima presente nos cloroplastos das
plantas, sendo precursora da clorofila (MARKWELL et al, 2006); o diuron inibi o
fotossitema II, processo que faz parte da fotossintese; e o glifosato inibi a EPSP, que esta
envolvida na sintese de aminoacidos aromaticos (tirosina, triptofano e fenilamina), que

sdo essenciais para o crescimento vegetal (ROSS, CHILDS, 1996).

Como forma de controle das plantas daninhas, os herbicidas, podem afetar
organismos nao alvos, a exemplo dos microrganismos benéficos como aqueles que atuam

no controle bioldgico e na promocdo de crescimento vegetal (PEIXOTO et al., 2010).

Neste trabalho, os fungos e bactérias utilizados, além de promoverem beneficios
ao desenvolvimento vegetal, demonstraram tolerar os produtos aplicados, indicando a
possibilidade desses microrganismos serem empregados em estudos de biorremediacao

de solos contaminados com herbicidas residuais.

Estudos realizados corroboram com esse resultado e demostram o potencial de
crescimento dos fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma (Colla et al.,
2008) e de bactérias (SINGH; SINGH, 2016) em meios contendo herbicidas. Noguera et

al. (2021) e Palleroni et al. (2009) relatam que algumas bactérias sdo extremamente ativas
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e conseguem utilizar muitos compostos como substratos, mesmo que estes possam ser

toxicos para a maioria de outros seres vivos.

Analisado do ponto de vista econdmico, essa observacdo ¢ extremamente
relevante para o agronegdcio de uma forma geral, pois os produtores podem aplicar
inoculantes para promoc¢ao do desenvolvimento vegetal, contendo os microrganismos
avaliados com os herbicidas, sem causar nenhum efeito negativo dessa aplicagao
conjunta, reduzindo assim o tempo de aplicacdo desses produtos e aumentando a

eficiéncia no manejo das florestas plantadas.

Ressalta-se que na literatura, ndo sdo encontrados estudos que relatem o efeito
desses herbicidas sobre o grupo especifico de microrganismos estudados. Portanto,
recomenda-se que estudos mais aprofundados sejam realizados, levando-se em
consideracdo diferentes doses dos produtos avaliados e um maior tempo de exposi¢do dos
microrganismos a esses produtos, buscando assim, compreender melhor a dindmica entre
microrganismos ¢ herbicidas residuais, averiguando o potencial biorremediador de cada

microrganismo e a possibilidade de aplicagdo dos defensivos junto aos inoculantes.

7. CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que os herbicidas residuais testados ndo interferem no
crescimento dos microrganismos avaliados; sem fonte de carbono, no meio de cultura, o
crescimento fungico ¢ reduzido, visto que os microrganismos nao foram capazes de
utilizar como fonte de carbono os produtos avaliados; a presenca e/ou a auséncia de

nitrogénio ndo interfere no crescimento fingico por um curto espago de tempo.

Recomenda-se para os proximos estudos que a avaliacao do potencial degradador
seja realizada por um maior espaco de tempo e com doses mais elevadas dos produtos,
para assim, verificar como sera o comportamento de crescimento fingico e se estes
conseguirdo utilizar as fontes de carbono e de nitrogénio presentes nos agroquimicos,

caso estejam em doses mais elevadas.

Avaliando o crescimento bacteriano na presenga dos herbicidas, conclui-se que o
crescimento de Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis e Pseudomonas sp. ndo foi
influenciado na presenga dos herbicidas, ou seja, os herbicidas avaliados ndo afetam o

crescimento bacteriano.
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