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1 INTRODUCAO

Devido ao aumento n&o-planificado da populacdo humana e ao rapido desenvolvimento industrial,
a presenca de substancias contaminantes do meio ambiente tornou-se grave problema. O uso intensivo
de produtos quimicos, em sua maioria xenobioticos, tem provocado a formacéo e deposi¢cdo de grandes
guantidades de residuos. Dentre esses produtos pode-se citar os herbicidas, que estédo entre os
produtos mais comercializados no mundo devido a necessidade de controle das ervas daninhas.

O glifosato, pesticida da classe dos herbicidas, apresenta elevada eficiéncia na eliminacao de
ervas daninhas. Trata-se de produto ndo-seletivo, sistémico e pds-emergente, cuja venda contabiliza o
total de US$ 1,2 bilhdo/ano (AMARANTE e SANTOS, 2002).

Os efeitos adversos decorrentes da introducao do glifosato no meio ambiente podem ser
sentidos pela comunidade biédtica, ocasionando desequilibrios bioquimicos como, decomposicéo da
matéria organica e ciclagem de nutrientes.

Os microrganismos, principalmente bactérias e fungos, tém sido descritos como os principais
degradadores de matéria organica presente no solo e na dgua. Aintroducéo de compostos quimicos
nesses ambientes acaba servindo como fonte de nutrientes, principalmente de carbono, nitrogénio e
fosforo (MONTEIRO, 2001).

A acéo dos microrganismos sobre substancias xenobiéticas presentes no meio ambiente
constitui mecanismo de suma importancia, sendo reconhecida como o principal fator que determina a
taxa e a extensdo em que 0s xenobidticos sao degradados no ambiente. Além disso, a taxa de
degradacéo é influenciada pela biomassa microbiana ativa e pela disponibilidade do composto para a
degradacao (BEIGEL e CHANNY, 1999).

A adaptacédo da popula¢do microbiana a diversos compostos quimicos no ambiente, bem
como os fendmenos de degradacéo podem ser explicados pela adaptagdo de um componente especifico
da comunidade microbiana que resulta numa atividade competitiva e subsequente proliferacdo dessa
populacao. Tal fenbmeno pode ser explicado pelo resultado da interacao entre substancias quimicas,
microrganismos e condi¢des ambientais (SOMASSUNDARAM, 1990).

Este trabalho teve por objetivo analisar o efeito decorrente da adicao de glifosato na microbiota
do solo, mediante liberagéo de CO, e aumento da biomassa, bem como sua possivel utilizagdo como
fonte de nutrientes.

2 MATERIAL E METODOS
2.1S0LO

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de biotecnologia do Centro de Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos e no laboratério de solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). O solo utilizado, classificado como Argissolo Vermelho Distréfico Arénico (Unidade de
Mapeamento Bom Retiro, RS), apresentava as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: pH (H,0)
4,3; matéria orgéanica 1,2%; carbono 0,68%; P 15 mg.L?, e K24 mg.L2.

As amostras foram coletadas na Estacdo Experimental Agrondmica situada no municipio de
Eldorado do Sul, sendo o material peneirado e estocado em temperatura ambiente. No laboratério
foram pesados 500 g (peso seco) de solo e colocados em potes respirométricos (volume 1,2 L),
fechados hermeticamente, sendo completados com agua destilada (quando necessario) para se atingir
a capacidade de campo em torno de 80%.

No primeiro experimento foram adicionados ao solo cinco compostos organicos e um
mineral, individualmente: lodo de estacdo de tratamentos de efluentes (20 t.ha?), glifosato
(5 L.ha?), herbicida GOAL (4 L.ha?), esterco de galinha (15 t.ha?), aparas de couro (15 t.ha?), e
composto mineral NPK (500 kg.ha). No segundo grupo de experimentos adicionou-se glifosato na
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sua formulagao pura (95% principio ativo), na dosagem 100 mg.kg* de solo, ou a formula¢éo comercial
(43% principio ativo + 66% surfactante) 100 mL.kg™.

2.2 AVALIACAO DO EFEITO DO GLIFOSATO PELA LIBERACAO DE CO,

O efeito provocado pela adicdo dos materiais citados no item 2.1 foi avaliado de acordo com a
metodologia descrita por ALEF (1995), que quantifica o CO, desprendido na respiragéo microbiana.

Os potes com solo foram incubados em temperatura ambiente, sendo colocados no interior
dos mesmos recipientes plasticos com 20 mL de NaOH 0,5 M. O CO, liberado reagiu com a base,
sendo quantificado aos 2, 4, 7, 14, 20 e 24 dias ap6s o inicio da incubacao no primeiro experimento,
e aos 2,4, 8, 11, 19 e 31 dias no segundo experimento.

Aos 20 mL de NaOH retirados dos recipientes plasticos e colocados em copos cilindricos
adicionou-se 1 mL de solucéo de BacCl, (30% p/v) com precipitacdo do CO, usando-se 3 gotas de
fenolftaleina como indicador. As amostras foram tituladas com HCI 0,5 M para determinar a quantidade
de CO,que participou da reacao. Efetuou-se o mesmo procedimento com potes sem adicéo de solo
(branco), sendo o volume do acido anotado e utilizado na equacéo 1:

mg CO, . kg*= (mL HCI Branco) — (mL HCI tratamento) x N (HCI) x Eq.g CO, (1)

Todos os experimentos foram efetuados em duplicatas, utilizando-se solo sem adicdo de
nenhum produto como testemunha-controle.

2.3 QUANTIFICAGAO DE MICRORGANISMOS DO SOLO POR DILUIGAO SUCESSIVAEM
PLACAS DE PETRI

Realizou-se a quantificacdo microbiana segundo JAHNEL, CARDOSO e DIAS (1999), sendo
transferidos 10 g de solo dos potes respirométricos para Erlenmeyer com 90 mL de agua destilada
esterilizada. Agitou-se o recipiente por 15 minutos, manualmente, retirou-se 1 mL da suspenséo e
homogenizou-se essa aliquota em tubos de ensaio com 9 mL de agua esterilizada. Foram preparadas
diluicbes para bactérias de 10“a 10° e para os fungos de 102a 10*.

Utilizou-se o meio &gar nutriente (5 g de peptona, 3 g de extrato de carne, 10 gde NaCl, 10 g
de agar/litro de agua destilada) para bactérias e o meio de Martin (1 g de KH,PO,, 1 g de MgSO,.7H,0,
5 g de peptona, 10 g de glicose, 0,033 g de rosa de bengala, 0,05 g de estreptomicina e 10 g de agar/
litro &gua destilada).

Efetuou-se o plaqueamento com alca de Drigalsky, retirando 0,1 mL de cada diluicdo e
espalhando em placas de Petri. As placas foram incubadas invertidas por 1 semana a 28 °C, sendo
contadas as colbnias formadas.

Todas as andlises foram efetuadas no inicio e no final do experimento, em duplicatas.

2.4 CONDICOES DE CULTIVOS DAS CEPAS

Para os ensaios sobre a influéncia do glifosato no crescimento de fungos foram utilizadas 5
cepas de fungos filamentosos, pertencentes ao género Fusarium (91148 F. oxysporum, 55.1 F. oxysporum,
130 F. oxysporum, 132 Fusarium sp, 77 F. oxysporum). Todas as linhagens foram isoladas de solo de
plantacbes da cana-de-agucar e gentilmente cedidas pelo Laboratério de Genética e Biologia Molecular
da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (Piracicaba). As cepas cresceram em meio Czapeck
(CZ2), maodificado segundo STROF, KUB e KAFARSKI (1997), contendo 30 g de glicose; 0,5 g de
MgSO,.7H,0; 0,5 g de KCI; 3 g de NaNO,; 0,01 g de FeSO,; 1 g de KH,PO, /litro agua destilada,
suplementado com 30 mg.L* de glifosato por cinco dias em temperatura ambiente.
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2.5 DETERMINACAO DA BIOMASSA POR PESO SECO

Para quantificacdo da biomassa foram transferidos, ap6s 5 dias de cultivo, 10 mL do meio de
cultura Czapeck para tubos de centrifuga (volume 15 mL), previamente secos e pesados.

O material foi colocado em centrifuga a 3500 rpm, a 4 °C por 15 minutos, sendo o sobrenadante
descartado e adicionado agua destilada até completar 10 mL. Apds realizar essa operacao trés vezes
para lavagem das células, os tubos foram colocados em estufa a 60 °C para secagem até peso
constante (STROF, KUB e KAFARSKI, 1997).

Todas as pesagens foram efetuadas em duplicatas, sendo a biomassa calculada pela diferencga
entre o peso final e o inicial.

2.6 UTILIZACAO DO GLIFOSATO COMO SUBSTRATO

Para testar a habilidade das 5 cepas de fungos em utilizar o glifosato como fonte de nutriente
preparou-se suspenséao de esporos 2,6 x 107, diluida em agua destilada. Inoculou-se a suspensédo em
100 mL de meio CZ, suplementado com 100 mg.L* de glifosato em Erlenmeyer de 250 mL.

Colocou-se o material em agitador horizontal a 150 rpm, a 30 °C durante treze dias, sendo
retiradas aliquotas de 10 mL apds o 5% e 13° dia para quantificar o aumento da biomassa no decorrer do
ensaio por peso seco.

Realizou-se 0 ensaio em duplicata nas seguintes condi¢des: meio de cultura completo (controle),
meio com adi¢ao de 10% de glicose, sem adi¢ao de glicose, sem adi¢cdo de KH,PO, e sem adi¢ao de
NaNO,, sendo esses nutrientes substituidos pelo glifosato.

2.7 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO MAXIMA INIBITORIA

Para avaliar a concentragdo maxima inibitéria de glifosato preparou-se uma solucéo de esporos
2,6 x 107, inoculada em 100 mL do meio de cultura CZ em Erlenmeyer (de 250 mL), contendo glifosato
em diferentes concentra¢des (10 mg.L?, 50 mg.L* e 100 mg.L™?). Preparou-se meio sem adicao de
glifosato como controle (STROF, KUB e KAFARSKI, 1997).

Os experimentos foram conduzidos sob agitacdo (150 rpm), a 30 °C durante 5 dias, sendo
verificado 0 aumento da biomassa por peso seco.

2.8 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados encontrados no presente trabalho foram submetidos ao teste Anova com
fator duplo sem repeticao, seguido pelo teste de Tukey a 5% (ALEF, 1995).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade microbiana no periodo de 24 dias estéo apresentados na Figura 1.

A adicao de esterco elevou a atividade pela maior liberacdo de CO,, provavelmente por
proporcionar mais estimulo e conseqlientemente aumento da microbiota quando comparado aos demais
tratamentos. Tal fato evidencia que certos compostos sao mais faceis de serem metabolizados e
utilizados como fonte de nutrientes e energia.

A evolugéo do CO, do solo tem sido utilizada como indice de atividade microbiana, de biomassa
ativa e, ainda, do metabolismo do carbono labil do solo (SOUZA, FERREIRA e SILVA 1994).

Os resultados obtidos mostraram que nenhum composto utilizado no experimento exerceu
efeito negativo na populagdo microbiana quando comparados a taxa de producdo de CO, pela
testemunha.
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FIGURA 1- EVOLUCAO DO CO ,COM ADIGAO DE DIFERENTES COMPOSTOS
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CHEAR, KIRKWOOD e LUM (1998) demonstraram que a taxa de metabolizacdo dos
xenobidticos varia de acordo com o tipo do solo. Em solos com grande quantidade de matéria organica
ocorre baixa degradacao, provavelmente pelo composto encontrar-se adsorvido. J4 em solos arenosos
existe rapida degradacao pela baixa adsorcao.

Comparando o CO, liberado no tratamento com o herbicida glifosato em relagdo aos demais
(mineral, aparas, lodo e GOAL) observaram-se semelhancas quanto a atividade produzida pela
microbiota presente nesse solo.

Os resultados encontrados para a atividade microbiana dos solos incubados com glifosato,
avaliados pela técnica da evolugéo do CO,, constam da Figura 2.

Verificou-se atividade microbiana em todos os tratamentos e que a adi¢éo do herbicida glifosato
(formulag&o comercial ou na forma pura) néo inibiu o crescimento da populacao, quando comparado
ao resultado apresentado pela testemunha. Esse resultado assemelhou-se ao obtido por NICHOLSON
e HIRSCH (1998) que estudaram o comportamento de glifosato e benomil, ndo tendo observado impacto
negativo sobre a microbiota quando comparado ao controle (sem adi¢éo de pesticida). WARDLE e
PARKINSON (1990) sugeriram que a producdo de CO, esta relacionada com a decomposigéo do
glifosato no solo. Resultados similares foram observados por ARAUJO, MONTEIRO e ABARKELI
(2003) ao descrever pequeno aumento no numero de microrganismos, mas nenhum efeito positivo ou
negativo da inoculagéo de glifosato em argissolo.

Segundo HANEY, SENSEMAN e HONS (2000), a aplicacao de glifosato pode vir a estimular a
atividade dos microrganismos do solo. Outros autores também consideram que pode haver aumento
da atividade microbiana, mediante mineraliza¢éo do carbono e nitrogénio.

As contagens dos microrganismos nas amostras de solo dos diferentes tratamentos com
glifosato sdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Observou-se variacdo no niimero de

colénias entre os diferentes tipos de tratamento, evidenciando que o glifosato quando langado ao
ambiente pode proporcionar aumento na populacéo microbiana.
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FIGURA 2 - EVOLUCAO DO CO,COM APLICACAO DO GLIFOSA TO NA FORMA
PURA (95%) E COMERCIAL (43% PRINCIPIO ATIVO) NO SOLO A30cm
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TABELA 1 - QUANTIFICACAO DA POPULACAO DE BACTERIAS DO SOLO
TRATADO COM GLIFOSATO

Tratamento LFClg solo (dia 1) UFC/g sola(dia 31)
Testemunha 1,78 % 107 161 % 1,:,5

Puro (95%) 1.33x 107 2,89 % 107
Comerzial (43%) 1,11 = 107 245 x 10°

UFC = Unidade formadora de col6nia.

Segundo ANDERSON (1978), os compostos quando utilizados nas doses recomendadas n&o
exercem efeitos adversos sobre os microrganismos do solo.

De acordo com os resultados obtidos, a adi¢do do herbicida n&o exerceu efeito negativo na
populacao de bactérias e fungos nem inibiu seu crescimento em nenhum dos tratamentos testados.

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos sem ou com adi¢ao do glifosato, assim
como entre o numero de microrganismos quantificados no solo com aplicagdo do produto puro e o
comercial.

WARDLE e PARKINSON (1990) demonstraram que certos compostos podem influenciar direta
ou indiretamente a populag&o microbiana. Parece que os microrganismos apresentam capacidade de
assimilacéo e degradacéo desses materiais, utilizando-os como fonte de nutrientes para seu crescimento.
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TABELA 2 - QUANTIFICACAO DA POPULACAO DE FUNGOS DO SOLO
TRATADO COM GLIFOSATO

Tratamento UFC/g solo (dia 1) UFC/g solo (dia 31)
Testemunha 6,7 x 10° 7,8 x 102
Puro (95%) 1,5 x 107 3,2 x 102
Comercial (43%) 5,6 x 102 3,3x 102

UFC = Unidade formadora de coldnia.

De maneira geral, 0 numero de bactérias mostrou-se bem maior em todos os tratamentos que
o nimero de fungos. Esses resultados contrastam com os descritos por ARAUJO, MONTEIRO e
ABARKELI (2003) ao estudar o impacto causado pelo glifosato na microbiota do solo. Esses n&o
observaram diferenca significativa no nimero de bactérias apos 32 dias de experimento, verificando que
a adicao de glifosato aumentou a populagéo fungica quando comparado ao controle.

TABELA 3 - QUANTIFICACAO DA MASSA CELULAR SECA NOS DIFERENTES
SUBSTRATOS TESTADOS (g.L-1)

Cepas5dias Cepas 13dias
01148 551 77 130 132 | 91148 551 77 130 132
Meo conpleto| 114 237 192 518 467| 7013 825 2383 7662 598
10%degdlicose| 021 01 026 02 013| 214 078 128 102 113
SGlicose 0,07 005 018 012 00| 034 005 018 019 011
S/INaNG; 0,16 0,17 1 007 098| 538 129 131 3% 132
SKH,PO, 0,11 017 016 077 02| 34 05/ 039 34 381

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 3 houve aumento da biomassa no decorrer
do experimento. Isto sugere que o glifosato pode ser utilizado como fonte de nutrientes pelos
microrganismos testados para o seu crescimento.

Segundo KONONOVA e NESMEYANOVA (2001) é cada vez mais comum a identificacao de
microrganismos capazes de mineralizar organofosforados (como o glifosato e outros xenobioticos) e
utiliza-los como fonte de carbono e de nitrogénio, devido enzimas com alta especificidade a esses
compostos.

O aumento da biomassa, mesmo na auséncia de nitrogénio e fésforo, sugere que o glifosato
serviu de suporte ao crescimento dos fungos filamentosos na auséncia desses nutrientes. No entanto,
nenhuma cepa apresentou crescimento significativo sem a adicéo de glicose em relagéo aos outros
substratos estudados. Tal fato demonstra que para esse grupo de microrganismos, a glicose é essencial
para o seu desenvolvimento.

TERNAN, McMULLAN e QUINN (1998) descreveram que microrganismos que degradam
glifosato podem ser divididos em dois grupos. O primeiro grupo pode vir a utilizar o composto apenas
como fonte de fosforo através das liases C-P e 0 segundo tem a capacidade de usa-los como aporte
de nitrogénio e fésforo.
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Os resultados com relacdo ao efeito inibidor, provocado pela presenca do glifosato aplicado
em diferentes concentracfes sobre os fungos testados, sao apresentados na Figura 3. Os fungos
filamentosos, de acordo com os resultados obtidos, ndo foram inibidos pelo glifosato. Em todos os
ensaios em que foi adicionado o herbicida n&o foi constatado efeito negativo em relacéo aos resultados
apresentados pelo meio controle (sem adi¢éo de glifosato).

FIGURA 3 - BIOMASSA SECA DAS CEPAS DESENVOLVIDAS EM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLIFOSATO
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De acordo com os experimentos realizados por DIAZ, CARRILO e HONRUBIA (2003), o glifosato
estimulou o crescimento micelial de L. deliciosus em termos de biomassa e didmetro da coldénia em
doses inferiores a 1000 pg.g?. Acima dessa concentragdo o efeito desapareceu com significativa
diminuic@o na biomassa e diametro da col6nia.

Nos meios de culturas com adicao de 50 e 100 mg de glifosato houve o desenvolvimento de
biomassa de forma similar que na sua auséncia, demonstrando que a presenca do herbicida nédo
impediu o desenvolvimento das cepas em estudo (mesmo em altas concentragdes). Esses resultados
contrastam com os achados para outros fungos, descritos por WARDLE e PARKINSON (1992) que
estudaram a alteracéo na interacéo interespecifica das espécies Mucor alpina, M. hiemalis, Trichoderma
harzianum e Arthinium sphaerospermum. Na presenca de glifosato até 200 ug.g?, o crescimento e
sobrevivéncia dos mesmos foram fortemente inibidos. LAATIKAINEN e TANSKI (2002) mostraram que
o glifosato, testado com os fungos ectomicorrizicos em cultura pura, Hebeloma crustuliniforme, Laccaria
laccata e Suillus tomentosum foram inibidos em concentra¢ges acima de 10 ppm. J& Cenococcum
geophilum, H. longicadum e P. tictorius evidenciaram inibicdo em concentracfes abaixo de 100 ppm.
Os resultados obtidos apontam para possivel aplicagdo do género Fusarium oxysporum, mais
especificamente das linhagens testadas neste trabalho, como potenciais biodegradadores de residuos
desse pesticida em ambientes naturais e contidos como, por exemplo, depdsito de residuos agricolas
contamindados.
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4 CONCLUSAO

A presenca do herbicida glifosato no solo ndo afetou negativamente a microbiota, sendo as
bactérias mais numerosas que os fungos nos ensaios realizados. Os microrganismos foram capazes
de utilizar o glifosato como substrato, no entanto € necessaria a presenca de glicose para o crescimento
das cepas estudadas. O herbicida ndo apresentou efeito inibitério no crescimento dos fungos testados,
mesmo em altas concentracdes.

ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECT OF HERBICIDE GLYPHOSATE ON SOIL MICROBIOTA

The effect caused by the herbicide glyphosate on soil microbiota was investigated in arsenic red dystrophic
Argisol. In the soil collected from 0 to 30 cm of depth, was quantified the CO, produced and colony forming
unities (CFU) of bacteria and fungi. Five filamentous fungi strains belonging to Fusarium genre were grown
on Czapeck medium with addition of glyphosate. The assays were conduced to determine whether these
strains could use glyphosate as substrate for growth and also the inhibitory concentration for Fusarium
strains. It was observed that the herbicide did not show any negative effect on the soil microbiota and that the
population of bacteria was always higher than the fungi. Among the tested strains, no inhibition was verified
by the addition of glyphosate, even at high concentrations. All studied strains were able to use the herbicide
as a nutrient source for growth.

KEY-WORDS: HERBICIDES; GLYPHOSATE; SOIL MICROBIOTA.
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