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biodegradation studies. The parameters evaluated, the time for hyphae development
was the biggest factor for the FCG43 fungus in the first 48h and 96 hours, with
concentrations of 300 ppm inhibitory for the fungus. This behavior was also observed
with FCG45, but also a growth stimulus at 300 ppm, which may be due to glyphosate
being a carbon source and corresponding to being used by the microorganism. For dry
mass results, high concentrations are inhibited due to pesticides in the liquid culture.
This should mean that in some cultures the stabilization and availability of nutrients may
be lower in solid media than in liquid media. The decision regarding biodegradability, the
BOD/COD ratio values demonstrated low biodegradability with values lower than 0.5.
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1. INTRODUCAO

O Brasil, por se tratar de um pais de grande extensdo territorial e clima favoravel
para o cultivo de grandes quantidades de alimento, também faz parte do décimo quinto
maior consumidor de pesticidas do mundo, sendo os pesticidas mais empregados, 0
glifosato, 0 2,4-D, 6leo mineral e a antrazina, na presenca ou auséncia de adjuvantes para
melhorar a eficiéncia na pulverizacdo. De acordo com os dados obtidos entre os anos de
2009 e 2018, pode-se observar uma elevacédo acentuada de uso quando comparamos 0S
trés compostos, o 2,4-D € o mais utilizado em todo mundo, seguido do glifosato e por ultimo
a antrazine (BROVINI et al., 2021).

No mesmo sentido, o reflexo do emprego elevado de pesticidas na agricultura
também é acompanhado pelo crescente desmatamento, concentracfes elevadas desses
compostos toxicos encontradas em alimentos, contaminagcdo do solo, reservas de agua
subterranea e organismos vivos, sendo um agente com potencial genotdxico e
carcinogénico em animais e para a saude humana (WIMALAWANSA & WIMALAWANSA,
2014; PANIS et al., 2022). Além disso, os impactos a saude humana estdo associados
especificadamente ao fato de que os pesticidas da classe dos organoclorados e
organofosforados possuem potencial inibitério da sintese de aminoacidos e proteinas
importantes para sintese de reguladores, receptores e neuroestimuladores bioquimicos
(RANI et al., 2021).

Nos ultimos 15 anos, no Brasil, a demanda crescente consumo de pesticidas nao foi
s6 atribuido aos mais utilizados, mas também a presenca elevada em alimentos para o
consumo humano com residuo de ingredientes ativos ndo autorizados para a cultura e nao
autorizados segundo a legislacao do pais (LOPES & ALBUQUERQUE, 2021). Como uma
tentativa de prevenir o uso indiscriminado de herbicidas e pesticidas as agéncias
regulatérias nacionais como, MAPA, ANVISA e estados atuam conjuntamente na
fiscalizagcdo do manejo de agroquimicos de forma continua, uma acao preventiva.

Em casos que seja detectada contaminagdo ambiental, principalmente de
solos, as portarias n° 164 de 28 de dezembro de 2022 e a resolugédo n°420 de 28 de
dezembro de 2009 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 2009; BRASIL, 2022)
determinam a aplicagdo de técnicas de remediacdo, que podem incluir diferentes
procedimentos, dentre eles a biorremediacéo/ bioaumentacéo para a redu¢cao do composto
qguimico presente no solo com auxilio de microrganismos (CYCON et al., 2017). Assim para

alinhar a busca de uma agricultura mais sustentavel com o uso consciente desses




compostos, ha uma necessidade da reducédo dos niveis de pesticidas no solo, ar, agua.
Nesse propésito técnicas de remediacdo de solos com biorremediacdo associada aos
materiais poliméricos biodegradaveis podem ser uma opc¢do na remediacao continua de
solos na agricultura.

Vérios estudos reportam o desenvolvimento das tecnologias verdes de remocéao
desses contaminantes do solo, que sdo baseados em métodos de inoculacdo de
microrganismos hativos ou engenhariados, capazes de degradar compostos
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretrinos e pirotrenoides na presenca de
espécies de bactérias como as Pseudomonas sp., Agrobacterium, Flavobacterium sp.,
Arthrobacter sp., Bacillus cereus, Achromobacter sp., Shingomonas, Streptomyces,
Burkholderia sp. (SAWATHY et al., 2024). E algumas classes de fungos mais utilizados,
como o Fusarium solani, Pneicillum sp., Trichoderma sp., sendo que para essa aplicacao
de fungos foi evidenciada a menos de duas décadas (SAWATHY et al., 2024).

A degradacao de pesticidas como o 2,4-D e glifosato sdo amplamente estudados por
se tratar de pesticidas que possuem baixo custo, efetividade e estdo na escala de maior
aplicacao no Brasil e no mundo. Assim bactérias e fungos empregadas em alguns estudos,
cujo nivel de degradacdo se aproximam a uma taxa de 95% para os organoclorados e
organofosforados. Bactérias do género Arthrobacter e Pseudomonas geralmente estédo
entre os organismos mais comuns (GONZALEZ-CUNA, 2019; 2018). Nesse sentido, o
presente trabalho tem por objetivo estudar o comportamento de espécies de fungos
endofitico Fusarium sp. das linhagens FCG43 e 45, previamente isolados da

Cochlorosperma regium em estudos de biodegradacao de pesticidas, como o glifosato.

2. MATERIAIS E METODOS

Reagentes e instrumentacéo

Agua destilada, os sais para o preparo da agua de diluicdo (meio mineral) utilizada
nos testes de demanda bioquimica de oxigénio (KH2PO4, KoHPO4, NH4Cl, MgS0Oa4.7H20,
CaCl2.H20, FeCls) e crescimento de microrganismos como os Meios de cultura caldo Batata
Dextrose (BD), Batata Dextrose Agar (BDA) e suplementacao (glifosato) foram adquiridos
com grau alto de pureza.

Para a quantificacdo de glifosato foram utilizados sulfato de cobre anidro, acido

borico e o Ponceau 4R foram adquiridos com alto grau de pureza da Sigma-Aldrich (St.




Louis, USA) para conducdo desses estudos. As analises foram realizadas no
espectrofotometro UV-Vis da marca Kasvi no comprimento de onda de excitacao na regiao
de ultravioleta-visivel, A max = 505 nm.

Para a coleta das imagens foi utilizado um aparelho smartphone da marca Samsung,

modelo A32 contendo sistema de camera integrado com 12 megapixel na parte traseira.

Preparo de meios de cultura sélido e liquido

Os meios de cultura sdélidos foram preparados com a dissolucdo do p6 Batata-
Dextrose-Agar (39 g) em 1 litro de 4gua deionizada. Para o meio de cultura liquido, o caldo
Batata-Dextrose (24 g) foi preparado da mesma forma em 4gua destilada. Em seguida as
solucbes foram esterilizadas a 121°C por 15 minutos e resfriadas até 50°C, e
suplementadas com 25 ppm, 100 ppm e 300 ppm de glifosato a partir da solucdo mais
concentrada 10000 ppm preparada com agua destilada estéril sob condi¢des estéreis.

Apés a suplementacdo, o meio BDA foi encapsulado em placas de Petri estéreis
enquanto 10 mL do meio BD foi transferido para tubos falcon de 50mL estéreis. Todas as
etapas desse processo foram realizadas em condi¢cdes assépticas com ajuste de pH para
5,6 £ 0,2, quando aplicavel. Os meios foram armazenados sob refrigeragdo por um prazo

de no maximo 48 horas.

Analise da taxa de extensdo de hifas das linhagens FCG43 e FCG45: crescimento

radial

Para o cultivo das linhagens de fungos FCG43 e FCG45 em meio sélido, discos
miceliais de 5mm de diametro, obtido a partir de um pré-cultivo no mesmo meio de cultura
foram transferidos para o centro da placa de Petri (90mm de didametro) com auxilio de pincas
sob condicdes estéreis. As placas inoculadas foram incubadas a 25 + 2°C, na auséncia de
luz por um periodo de 5 dias. A extensao radial das hifas foi avaliada periodicamente com

a medida da distancia radial e diametro.

Analise da producao da biomassa seca dos microrganismos FCG43 e FCG45

A andlise da producdo de biomassa foi realizada com o cultivo das linhagens de

fungos FCG43 e FCG45 em meio liquido, com a transferéncia de 5 mm da pré-cultura em




meio solido transferidos para o centro da placa de Petri (90mm de diametro). O pré-cultivo
foi incubado a 25 + 2°C, sob agitacéo orbital a 150rpm, na auséncia de luz por um periodo
de 5 dias. Em seguida 1mL da pré-cultura foi transferida para 10mL do meio liquido BD e
incubadas sob as mesmas condi¢cdes em tubo falcon 50mL. Para a obtencdo da biomassa
as culturas foram filtradas com auxilio de papel filtro de celulose. A biomassa obtida foi

pesada apos a secagem em estufa por 24h (60°C).

Determinacado da concentracéo do glifosato

A determinagcdo da concentracdo do glifosato foi realizada através do método
colorimétrico 4PR de (HESIEH e LI, 2024) e adaptado para a faixa de detecc¢do do estudo
42,0 — 8,4 ppm com incrementos de 8,4 ppm. A curva de calibracéo foi preparada a partir
da solucédo estoque (10000 ppm) preparada em agua destilada e as analises realizadas em

triplicata.

Estudo de biodegradabilidade do glifosato

O estudo de biodegradabilidade foi realizado de acordo com método respirométrico
com o consumo de oxigénio por 15 dias com auséncia de luz em sistema fechado, sob
agitacdo constante a 20 + 2°C em estufa de BOD. Os micro-organismos foram inoculados
em meio mineral e a biodegradacédo dos pesticidas foram avaliados e corrigidos com o
branco analitico, considerado como o controle abi6tico. Apés a finalizagcao dos estudos foi
realizada a andlise de Demanda Quimica de oxigénio (DQO) para aferir a quantidade de
oxigénio necessario utilizado para degradacéo do pesticida, com auxilio do teste comercial
de DQO (HI3754D-25) da marca Hanna instruments. A biodegradabilidade foi identificada
com a razao entre a BOD e DQO segundo a metodologia padrdo OECD 301B (OECD,
2020).

Processamento de dados e tratamento estatistico

Os a extensao radial das hifas foi avaliada periodicamente com a medida da distancia
radial, com auxilio do software ImageJ ® com a padronizagéo do didametro da placa de Petri
de 90 mm. Para as andlises de distribuicdo normal com o modelo Shapiro-Wilk e ANOVA

de duas vias foi empregado o software GraphPrism 9.0.0 ® e elaboracdo de analises




graficas. Os dados foram previamente tratados com auxilio do software Microsoft Excel para
obtencdo das médias, desvio padrdo e variancia.

3. RESULTADOS

3.1 Efeito da concentracdo inibitoria do glifosato sobre o desenvolvimento das
culturas fungicas Fusarium sp. FCG 45 e FCG 43 no teste crescimento radial.
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Figura 1:Crescimento radial em diferentes estagios de crescimento dos fungos da linhagem FCG43 e 45, tempo de 5 dias (120
horas), nas concentragdes 25, 100 e 300ppm.

As culturas fungicas foram inicialmente analisadas de acordo com a performance do
desenvolvimento das hifas, em termos do diametro de crescimento (cm) em BDA em placa
de Petri, suplementado com glifosato nas concentracbes de 0, 25, 100, 300 ppm. O
crescimento foi acompanhado a cada 24h por 5 dias consecutivos através de imagens

digitais e a converséo dessas imagens em valores na forma de diametro de crescimento,
indicados no grafico da figura 1.




Tabela 1: parametros estatisticos dos fatores concentracao e tipo de linhagem

Linhagem Fatores %variagdo F GL p-valor
FCG43 Interagdo 0,8630 6,044 12 <0,0001
Tempo 97,38 2046 4 <0,0001

Concentragdo 1,285 36,01 3 <0,0001

FCG45 Interagdo 7,909 15,50 12 <0,0001
Tempo 88,50 520,4 4 <0,0001

Concentragdo 1,825 12,01 3 0,0025

Os valores obtidos, de modo geral demonstraram que as diferentes concentracées
do pesticida foram extremamente significativas para o crescimento do fungo que é
explicada por 1,285% da variancia total dos dados (linha 3, tabela 1). O tempo de
crescimento (linha 2, tabela 1) foi o principal fator com maior parte da variancia dos dados.
Para o crescimento do FCG 43, todas as concentracdes, inclusive do controle apresentam
um aumento de crescimento radial com o passar do tempo. Os tratamentos distintos, como
por exemplo, nas concentra¢des 25ppm e 100ppm, apds 96 horas apresentam diferencas
sutis significantes, porém quanto a inibicdo do crescimento € acentuado em concentracdes
mais altas do pesticida (300 ppm) que sugere um comportamento nao linear e de possivel
inibicdo do crescimento para o microrganismo FCG43.

Da mesma maneira, a linhagem FCG45 possui tempo como principal fator e
extremamente significante, e em seguida a concentracdo como fator significativo (linha 5 e
6, tabela 1). Na linhagem do FCG45, o tratamento distinto foi mais bem evidenciado a partir
de 96h de crescimento para todos os dados, entretanto as concentracdes de 25 e 100ppm
possuem efeito intermediario, promovendo um estimulo ao desenvolvimento dos micélios
ligeiramente baixo, mas significativo a depender do estagio. Ainda assim, para as
concentracfes mais elevadas (300ppm), ha uma tendencia de inibicdo para linhagem
FCG43, figura 2.

As concentracdes apesar de serem significativas, uma tendéncia para cada linhagem
foi observada. Os estagios de crescimento de hifas nas primeiras 48h e estagios finais
(120h) foram fatores extremamente significantes para o desenvolvimento e extensao das
hifas e reducédo do crescimento delas. Para os fungos FCG43, o cultivo em meio sélido DBA
suplementado com o pesticida foi observado uma tendéncia de inibicdo a medida que a

concentragdo aumenta, ndo sendo linear essa modificagao.




Quando as concentracdes 25 ppm e 100 ppm nao possuem diferenca estatistica em
seus efeitos. Contudo a concentracdo de 300 ppm a inibicdo é mais acentuada. As
linhagens FCG45 é o que mais sofre na reducdo da extenséo da hifa sobre o meio sélido.
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Figura 2: Efeito do crescimento radial analisado em relagdo a concentragdo em estagio de crescimento do FCG45
e FCG43.

3.2 Estudo do efeito do glifosato sobre as culturas fungicas Fusarium sp. FCG 45 e

FCG 43 a partir da massa seca.

O efeito inibitério também foi observado para a producdo de biomassa através do
teste de massa seca, com 0 uso do caldo BD suplementado com glifosato nas
concentracdes 25 e 100 ppm, concentracéo que melhor apresentaram resultados nos testes

de atividade inibitoria (figura 3).
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Figura 3: producéo de biomassa pelo teste de massa seca.

As andlises dos efeitos dos crescimentos de linhagens diferentes foram mais
significativas do que os diferentes tratamentos no meio de cultura BDA. Dessa maneira,
dentro de cada grupo das diferentes linhagens foram observadas, sendo a linhagem do
FCG 45 mais sensivel a presenca do pesticida aplicado no qual a concentracéo do pesticida
foi um fator extremamente significativo, para os tratamentos nas concentracdes de 25ppm
e 100ppm. Em concentra¢des menores, 25 ppm, um estimulo ao aumento de biomassa foi
observado em relacdo ao controle. Contudo, a partir de 100 ppm ocorreu um decréscimo
na producdo de biomassa (11,7 £ 6,86 mg) quando comparado com concentracdes
menores.

Na linhagem FCG 43, as concentra¢gdes nao tiveram efeito significativo em relacéo
ao controle, ndo sendo sensivel a essas quantidades de pesticida que foram adicionadas

ao meio de cultura nos valores do estudo, com valores de p >0,05.

3.3 Resisténcia das culturas sobre as culturas fungicas Fusarium sp. FCG 45 e FCG
43. Teste de biodegradabilidade do pesticida.

De acordo com a tabela 2, as concentracdes obtidas nos testes demonstraram que a
concentracdo de glifosato presente nas amostras foi de aproximadamente 300 ppm, em
todas as amostras. E possivel observar que os valores da DBO de quinze dias e os valores
de DQO foram diferentes de acordo com as linhagens estudadas. Na linhagem de fungos
FCG43 o consumo de oxigénio foi menor do que na FCG45. O valor de DQO foi mais
elevado para FCG43 do que FCG45.




Tabela 2: parametros analisados DBO, DQO e DBO/DQO.

Linhagem Concentracédo (ppm) DBO DQO Razdo DBO/DQO
Controle 302,7766 + 1,819 0,95 + 0,49 93,5303 * 26,87 0,0102
FCG43 294,9739 + 5,3355 22,3 +6,65 141,8044 + 13,54 0,1572
FCG45 302,1764 + 5,8205 63,95+ 1,34 113,8038 = 13,94 0,5619

4. DISCUSSAO

O glifosato € um dos pesticidas mais utilizados em todo mundo como a formulagéo
Roundup. Esse herbicida possui inUmeros estudos com relagdo a resultantes taxas de
toxicidade e contaminacdo no meio ambiente, devido sua persisténcia e alta estabilidade
definida pela ligacdo altamente estavel entre o carbono-fosforo (ZHAN et al, 2018).
Entretanto, mesmo com o0s inUmeros estudos sobre a persisténcia do composto em agua,
solo e microrganismos, ainda ndo sdo amplos a quantidade de trabalhos desenvolvidos
sobre sistemas de biodegradacéo desse herbicida (SPINELLI et al, 2021).

Dessa maneira o estudo desenvolvido tende a buscar informacdes adicionais de
microrganismos para potenciais aplicacdes e desenvolvimento de metodologias de
biorremediacdo. Os microrganismos em estudo sdo linhagens de fungos da espécie
Fusarium sp. previamente coletados a partir da planta Cochlorosperma regium (MORAES
et al, 2023). Os fungos foram cultivados em meio Batata Dextrose Agar (sélido) e Batata
Dextrose (liquido), suplementados com as concentragfes 25 ppm, 100 ppm e 300 ppm de
glifosato grau padrao analitico.

O padréao de crescimento foi analisado a partir do teste de crescimento radial em
meio solido encapsulado em placa de Petri 90 x 15 mm. A extensdo da hifa foi
acompanhada por imagem adaptado do método de Perez et al (2020), sendo esses
resultados analisados por ANOVA de duas vias e interagdes entre as variaveis.

Para o crescimento de microrganismos ha diversos fatores foram importantes, como
pH, temperatura, tipo de meio, fonte de carbono e tempo (MSHELIA et al, 2020). Na figura
1 o fator tempo refere-se ao estagio de crescimento também observado em outros trabalhos
(BULLOCK et al, 2011). Os tratamentos empregados em cada linhagem foram
fundamentais para verificacdo da atividade inibitoria e estudo da concentragdo minima a
ser utilizada no estudo, assim como evidenciados por Singh e Sagar (2011) no estudo de

duas linhagens de Fusarium (F.poe e F.solani) para avaliar o pesticida organoclorado




Lindane. O tempo de crescimento foi crucial mineralizacdo da maior quantidade do
pesticida dentro 10 dias de incubagéo.

Os parametros avaliados foram as intera¢des entre os estagios de crescimento em
cada concentracao, a fim de avaliar o menor tempo para o desenvolvimento das hifas e se
haveria possibilidade de realizar esse cultivo na presenca do pesticida. Para o fungo FCG43
as primeiras 48h e 96 horas foram importantes para as concentra¢gdes de 25 e 300 ppm e
atividade inibitoria, figura 1. Esse comportamento também foi observado com o FCGA45,
mas também um estimulo ao crescimento em 300 ppm, figura 2, que pode ser devido ao
glifosato ser uma fonte de carbono e fosforo a ser utilizada pelo microrganismo (MORALES-
VARGAS et al, 2024).

Os resultados de massa seca revelaram que as concentragdes elevadas inibem
devido a presenca do pesticida na cultura liquida, podendo ser devido a homogeneizacéo
e aeracdo, entretanto o crescimento em meio solido ha um resultado divergente. Isso se
deve que em algumas culturas a estabilizacdo e disponibilidade de nutrientes seja menor
em meio sélido do que meio liquido (KENDRA et al, 2020).

Nas analises de biodegradabilidade que envolvem o crescimento sob agitacao
continua a 20 = 2°C, pouca fragéo do pesticida foi consumida pela quantificacédo de glifosato
(tabela 2) no qual os valores da razédo DBO/DQO apresenta pouca biodegradabilidade para
todas as linhagens estudadas, sendo as razdes menores que 0,6 distantes do valor ideal
(0,7) (COSSU et al, 2017; MANGKOEDIHARDJO, 2023). Todavia demonstra que as
espécies de Fusarium sp. estudadas ndo sao resistentes a aplicacdo de pesticidas, como
o glifosato (CASTRO JR et al, 2007).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo demonstrou que as culturas podem ser inibidas a partir de 100 ppm e o
tempo de crescimento pode ser realizado em 96 horas. Os dados de massa seca foram
importantes devido a homogeneidade e disposi¢cao dos nutrientes para o microrganismo. E
para os estudos de biodegradacdo de pesticidas organofosforados, como o glifosato, a
metodologia se mostrou pouco biodegradavel com o uso das linhagens FCG43 e FCG45.
Esses fungos endofiticos ndo sao resistentes a esse pesticida até em baixas
concentragdes. Isso contradiz estudos que generalizam espécies de Fusarium sp. q que

foram estudados na literatura.
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