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Tolerancia de microrganismos eucariotos ao herbicida glifosato

Tolerance of eukaryotic microorganisms to glyphosate herbicide
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Resumo

O glifosato ¢ um herbicida amplamente utilizado. A Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS)
reclassificou o glifosato como “provavelmente cancerigeno a humanos”. A remocao do glifosato
do ambiente pode ser realizada por acdo enzimatica microbiana. O presente trabalho enfocou o
isolamento de microrganismos do solo capazes de tolerar glifosato como tnica fonte de carbono.
As células foram isoladas em meio de cultivo minimo suplementado com glifosato. Foram
isoladas 17 bactérias, 14 fungos e 1 levedura. Foi verificada a produgdo da biomassa microbiana
na presenca e na auséncia do glifosato. Um fungo (F3) e uma levedura (L1) foram selecionados
apos teste de tolerancia ao glifosato em meio liquido. Os microrganismos toleraram o glifosato,
entretanto, o metabolismo foi afetado pelo herbicida, comparado ao controle sem glifosato.
Estatisticamente, o tempo de crescimento apresentou diferencas significativas. Microrganismos
eucaridticos isolados de solo com glifosato sdo tolerantes ao composto e podem ser tteis como
biorremediadores de ambientes afetados por este herbicida.
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Abstract

Glyphosate is one of the most widely used herbicides. The World Health Organization (WHO)
has reclassified glyphosate as “probably carcinogenic to humans”. Glyphosate removal from the
environment can be performed by microbial enzymatic action. The present work focused on the
isolation of soil microorganisms that can tolerate glyphosate as the sole carbon source. Cells were
isolated in minimal culture medium supplemented with glyphosate. Microbial biomass production
was verified in the presence and absence of glyphosate. Seventeen, fourteen and one bacteria,
fungi and yeast were isolated, respectively. One fungus (F3) and one yeast (L1), were selected
after glyphosate tolerance test in liquid medium. Eukaryotic microorganisms tolerate glyphosate,
however metabolism was affected by herbicide compared to control without glyphosate.
Statistically growth time showed significant differences. Eukaryotic microorganisms isolated
from soil with glyphosate are tolerant to the compound and may be useful as bioremediators of

environments affected by this herbicide.

Keywords: Filamentous fungi. Yeast. Bacteria. Soil. Bioremediation.

Introduciao

Nos tultimos anos, com o aumento popu-
lacional descontrolado, as populagdes ao redor
do planeta vém necessitanto cada vez mais da
demanda de diversas variedades de cultivares
agricolas. Essa necessidade faz com que as
atividades agroindustriais venham a ficar mais
dependentes do uso de defensivos agricolas, os
quais s3o responsaveis em eliminar as diversas
pragas que devastam as lavouras em numerosas
fazendas espalhadas pelo mundo.?) Os herbicidas
representaram cerca de 45% dos agrotoxicos
comercializados em todo o mundo, pois a grande
maioria das culturas agricolas se tornou dependente
do uso dessas substancias, tais como soja, milho,
arroz e algoddo, entre outras.>¥ Apesar de sua
grande relevancia, com o aumento e a qualidade
da produgdo agricola, esses compostos podem se
tornar uma importante fonte de contaminacao para
o ambiente e para o homem, quando liberados
indiscriminadamente nas areas de cultivo devido a
falta de controle e/ou descarte adequado.®

Entre os herbicidas mais comumente aplica-
dos, o glifosato (N-fosfonometil)glicina) vem sendo
usado na remogao de ervas daninhas, principalmen-
te nas culturas geneticamente modificadas. Este
agrotoxico vem ganhando popularidade, pois nos
ultimos anos levantaram suspeitas de suas possiveis

propriedades cancerigenas, ganhando mais peso
quando a Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
reclassificou o glifosato como “provavelmente
cancerigeno para os seres humanos”.®

O glifosato, um analogo aminofosfonico do
aminoacido natural glicina, ¢ amplamente utilizado
como herbicida para o controle de gramineas anu-
ais e perenes ou ervas daninhas de folhas largas.©
Este composto inibe a 5-enolpiruvatoshikimato-
3-fosfato sintase (EPSPS), uma enzima que
impede a biossintese de acidos aromaticos.®?
Esta rota ndo estd presente em animais, fazendo
com que o glifosato seja considerado um dos
defensivos menos toxicos utilizados. Entretanto,
existem evidéncias de que este composto pode
levar a danos hepatorrenais em camundongos e
diminuigdo da biodiversidade de microrganismos
de amientes aquaticos e terrestres. Existem relatos
que o composto pode afetar a microbiota intestinal
das abelhas, causando alteragdes comportamentais
e até a morte, bem como proporcionar distirbios
da microbiota intestinal de animais, os quais vivem
perto de areas agricolas.®3%-10.1D

Para a saude humana, o glifosato ¢ am-
plamente distribuido nos ossos, figado e nos rins,
com tempo de excrecdo via metabolismo hepatico
em 7 dias.!? Em trabalho realizado em 2017,
foi verificado que mais de 50% das amostras de
urina coletadas entre 2001 e 2015 de humanos
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jovens na Alemanha continham concentracdes de
glifosato e acido aminometilfosfonico (AMPA),
seu principal metabdlito, acima do nivel permitido
(0,1 pg L. Segundo Rendon-Von et al.,'¥
foram detectadas concentracdes acima do nivel
nas amostras de aguas subterraneas e na urina de
agricultores da cidade de Hopelchén (México).
Estudos demonstraram que o glifosato pode ser
um fator que contribui para os defeitos congénitos
observados em popula¢cdes humanas que vivem
perto de regides agricolas plantadas com cultivares
tolerantes ao glifosato.(!>10

Uma estratégia para remediar ambientes
com a presenga do glifosato é a utilizacdo de
microrganismos recuperados de ambientes ja
contaminados, como o solo exposto ao herbicida.
A comunidade microbiana presente neste solo
contaminado pode se adaptar a presenca do com-
posto e desenvolver mecanismos de tolerdncia
e/ou degradacdo do glifosato, evidenciando o
potencial do isolamento de microrganismos a
partir destes ambientes. Os microrganismos po-
dem metabolizar o glifosato de duas maneiras:
i) excisao da ligagdo carbono-fosforo, resultando
na formagdo de fosfato e sarcosina (via da CP
liase), por exemplo, em Pseudomonas spp., que
podem utilizar o fosfato; ii) clivagem oxidativa
da ligacao C-N no lado carboxila, catalisada pela
glifosato oxidoredutase (GOX), resultando na
formacao de acido aminometilfosfonico (AMPA)
e glioxilato (via AMPA).07!® Estudos anteriores
evidenciaram a capacidade de microrganismos re-
cuperados de solos contaminados com herbicidas
de se desenvolverem na presenca de grifosato
em ensaios in vitro. As linhagens bacterianas que
apresentaram melhor capacidade de degradar esse
composto foram identificadas como pertencentes
aos géneros Burkholderia e Pseudomonas.**"

Nesse sentido, a utilizagdo de células
microbianas isoladas de solos contaminados com
o herbicida glifosato pode ser considerada uma
ferramenta promissora na biorremediacdo deste
poluente, visto que estas células podem estar
adaptadas a presenca do composto, uma vez

que este ainda vem sendo utilizado nas lavouras
brasileiras. Dessa forma, o presente trabalho teve
como foco principal o isolamento e a selecdo de
microrganismos tolerantes ao herbicida, a partir
de amostras de solos, com alta frequéncia de
pulverizagdo com glifosato, na regido da cidade
de Foz do Iguagu, no estado do Parana, Brasil,
objetivanto a utilizagao das linhagens tolerantes ao
glifosato em futuros processos de biorremediagdo
de ambientes contaminados com este herbicida.

Material e Métodos
Coleta e processamento das amostras de solo

A coleta das amostras de solo pulverizadas
com glifosato foi realizada no dia 30 de agosto
de 2019, na regido de Foz do Iguagu, estado do
Parana, Brasil (Figura 1), em areas utilizadas com
cultivo de milho. Foram coletados dois tipos de
amostras de solo: 7) solo com aplicacao de glifosa-
to realizada ha 30 dias; ii) solo com aplicagao de
glifosato realizada hd 1 ano. Ambos os pontos de
coleta sdo pulverizados com o herbicida, com uma
frequéncia de 6 vezes ao ano. A amostragem foi
realizada a 5 metros da borda das culturas, em
uma profundidade de 20 ¢cm no solo, com auxilio
de uma picareta. Cerca de 20 g de cada solo (uma
amostra de cada tipo de solo), foram transferidos
para tubos de 50 mL de plastico esterilizados,
sendo armazenados a 4 °C.

Para o processamento inicial das amostras,
cerca de 20 g de cada solo foram transferidos,
separadamente, para frascos contendo 100 mL
de agua destilada esterilizada. As amostras foram
agitadas com auxilio de um bastdo de vidro por
1 minuto (dispersdo das células microbianas das
particulas do solo). As amostras foram diluidas em
série (101, 102 e 107?), e aliquotas de 50 pl foram
inoculadas em placas de Petri contendo os meios de
cultivo descritos a seguir, com modificagdes.?!??
As amostras foram processadas no Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental da Universidade Federal
da Integracdo Latino-Americana (UNILA).
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Figura 1 - Coleta das amostras de solo na regido de Foz do Iguacu, Parana. A: glifosato aplicado ha 1 ano
(latitude -25.5468; longitude -54.5284); B: glifosato aplicado ha 30 dias (latitude -25.5224;
longitude -54.5280). Circulos pretos indicam os locais das coletas.

Fonte: Google Maps

Meios de cultivo e isolamento

Os meios de cultivos utilizados no estudo
foram: i) meio para isolamento (MI): peptona 1 g
L', K,HPO, 0.5 g L', MgS0,.7(H,0) 0.2 g L,
glifosato 10 g L', agar 1.5 g L', adicionados 200
mg L' de cloranfenicol para isolamento de fungos
filamentosos e 100.000 UI L' de nistatina para iso-
lamento de bactérias; if) meio para purificagdo de
bactérias (MPB): extrato de levedura 2.0 g L', pep-
tona 5.0 g L', K,HPO, 0.5 g L', MgS0,.7(H,0)
0.2 gL', agar 1.5 g L'!; iii) meio para purificagdo de
fungos (MPF): infusdo de batata 4.0 g L', dextrose
20.0 g L', K,HPO, 0.5 g L', MgS0O,.7(H,0) 0.2 g
L', agar 1.5 g L. Aliquotas de 50 ul de cada
amostra (10!, 10? e 10?) foram inoculadas aos
meios de cultivo em triplicata. As placas foram
mantidas a 37 °C e 28 °C durante 3 ¢ 5 dias, para
bactérias e fungos, respectivamente. As colonias
formadas foram coletadas e transferidas para os
meios de purificacdo, sendo armazenadas a 4 °C.

Triagem inicial de células tolerantes
ao glifosato

Todas as células isoladas foram submetidas
ao teste inicial. Os isolados foram transferidos com
auxilio de uma alga de platina, para tubos de ensaio

contendo 3 mL do meio de cultivo MI, sem adigdo
de agar. Os tubos foram mantidos em incubadoras a
37°Ce28°C, por 3 e 5 dias, para bactérias e fungos,
respectivamente, a 150 rpm. Um tubo de ensaio
controle contendo meio MI sem adicéo de glifosato
foi preparado para cada linhagem. O crescimento
microbiano no meio de cultivo contendo glifosato
foi considerado um resultado positivo. Os isolados
positivos foram selecionados e utilizados no teste
de produ¢ao de biomassa na presenga do glifosato.

Ensaio da influéncia do glifosato na produgao
de biomassa microbiana

Dois microrganismos (1 fungo filamentoso —
F3 e 1 levedura — L1) foram considerados isolados
positivos no teste de triagem de células tolerantes
ao glifosato, sendo submetidos a avaliacdo quanto a
producdo de biomassa. Os isolados foram crescidos
em meio MPF, sem e com 4agar, durante 2 ¢ 5 dias a
28 °C, para a levedura e para o fungo filamentoso,
respectivamente. O crescimento da levedura foi
verificado em espectrofotometro e padronizado na
concentracao pela densidade 6tica (D.O.) de 0.08,
a 600 nm. Assim, 50 ul do crescimento microbiano
leveduriforme e dois discos de diametros (0,5 mm)
contendo o micélio do fungo filamentoso foram
transferidos para Erlenmeyers de 50 mL, contendo
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30 ml dos meios de cultivo MI, sem adigdo de
agar, separadamente. O experimento foi realizado
em triplicata. Foram preparados controles com os
meios MPB e MPF para a levedura e para o fungo,
respectivamente, sem adi¢do de glifosato. Os
frascos foram mantidos em incubadoras a 28 °C,
por 3 e 5 dias (levedura) e durante 5 a 6 dias (fungo

filamentoso), a 150 rpm.
Analise do peso seco da biomassa microbiana

Para analise do peso seco, foram utilizadas as
triplicatas das amostras descritas no item anterior,
de acordo com Batista et a/.*» Os meios de cultivo
com as células de levedura foram centrifugados
a 10.000 rpm por 10 minutos, em centrifuga
refrigerada, em tubos de 50 mL previamente secos
e pesados. O liquido sobrenadante foi descartado,
e o tubo foi submetido a secagem a 70 °C em
estufa de secagem. O meio de cultivo contendo o
micélio fungico foi filtrado em um filtro de 0.22 pL.
previamente seco e pesado, por filtragdo a vacuo. O
papel de filtro contendo o micélio foi submetido a
secagem a 70 °C em estufa de secagem. O tubo e o
papel de filtro, ambos com as células microbianas
(sem umidade), foram pesados e a diferenga do peso
do tubo e do papel sem células e com células (apos
as etapas de centrifugacdo, filtracdo e secagem),
foram calculadas de acordo com a formula acima:

Peso seco = massa do tubo/papel seco (com célula)
—massa do tubo/papel seco (sem célula).

Analises estatisticas

As andlises estatisticas como a variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (com 5% de proba-
bilidade) da produgdo de biomassa microbiana
(triplicata) foram realizadas utilizando o sofiware
estatistico PAST versdo 3.26b para Windows,?®?
modificado.

Resultados
Microrganismos isolados

Ap6s coleta das amostras de solo e isolamen-
to dos microrganismos, ao todo 32 isolados foram
recuperados, entre eles 9 bactérias, 1 levedura e 8
fungos filamentosos da amostra de solo com 1 ano
da aplicagao de glifosato, bem como 8 bactérias e
6 fungos filamentosos da amostra de solo com 30
dias da ultima aplicacdo de glifosato. A Figura 2
mostra as placas do isolamento de microrganismos
oriundas de ambas as amostras, sendo possivel a
observacao de uma maior incidéncia de crescimen-
to microbiano nas placas de isolamento a partir da
amostra de solo coletado apos 1 ano de aplicagdo
do herbicida (Figura 2A, 2B, 2E e 2F).

Figura 2 - Placas mostrando o isolamento dos microrganismos a partir das amostras de solo. Bactérias
isoladas da amostra de solo coletado apo6s 1 ano de aplicagdo com glifosato (A, B) e 30 dias
(C, D). Fungos e leveduras isolados da amostra coletada apds 1 ano de aplicagdo com glifosato

(E, F) e 30 dias (G, H). Dilui¢do 10°.

Fonte: Autores
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Tolerancia e influéncia de glifosato
na biomassa microbiana

Apo6s o ensaio de triagem inicial com os 32
isolados, foi selecionado 1 fungo filamentoso (F3)
e 1 levedura (L1), os quais toleraram o herbicida
glifosato e foram capazes de crescer na presenca
do composto. Os dois microrganismos foram
utilizados no teste de influéncia do glifosato na
producdo de biomassa microbiana. Os resultados
encontrados mostraram que houve uma diferenca
na produgdo da biomassa entre os tempos avaliados
para os isolados testados, quando comparados com
o controle. Os tempos avaliados foram: i) tempo
1: 4 e 5 dias de crescimento para os testes com a
levedura; ii) tempo 2: 5 e 6 dias de crescimento

para os testes com o fungo filamentoso. Foi
observado aumento de massa microbiana na
presenca do glifosato com o passar dos dias, no
entanto os crescimentos nao foram significativos
quando comparados com os crescimentos dos
controles, mostrando que o glifosato interferiu na
capacidade de desenvolvimento da levedura e do
fungo filamentoso in vitro (Tabela 1).

As analises estatisticas mostraram que o
parametro estudado (crescimento microbiano nos
tempos de analise), apresentou diferengas estatis-
ticamente significativas para amostras de leveduras
e fungos (p <0,05) (Tabelas 1 e 2). O F calculado
da levedura apresentou valor superior ao do fungo
filamentoso (Tabela 2), representando uma maior
dispersao entre as médias analisadas.

Tabela 1 - Analise do crescimento microbiano (biomassa - mg) para isolados estudados.

Tempo de crescimento

Teste Controle (sem adicao de glifosato)
4 dias 5 dias 4 dias 5 dias
Levedura 0.0011a 0.002a 0.0162b 0.0316¢
5 dias 6 dias 5 dias 6 dias
Fungo 0.0261a 0.0497a 0.1146ac 0.2104bc

Nota: Peso seco significativo indicado pela letra diferente na parte horizontal, para cada parametro aplicado,
¢ estatisticamente diferente entre si em um nivel significativo de 95%.

Fonte: Autores

Tabela 2 - Dados estatisticos do crescimento microbiano (biomassa - mg) para isolados estudados.

Soma do Graus de Quadrado F P
quadrado liberdade médio
Levedura Entre grupos 0,00184422 3 0,00061474 2387 3,812E-12
Dentro do grupo 2,06E-06 8 2,575E-07
Total 0,001846628 11
Fungo Entre grupos 0,04209 3 0,01403 4,198 0,01859
Dentro do grupo 0,0668404 20 0,00334202
Total 0,10893 5

Fonte: Autores
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Discussao

Trabalhos na literatura vém utilizando a mi-
crobiota do solo para degradar o glifosato presente
no ambiente.®*2? Nosso estudo objetivou o
isolamento de microrganismos em meio de culti-
vo com glifosato como tUnica fonte de carbono,
focando em células microbianas capazes de
crescer na presenca deste herbicida. Assim, para
otimizar nosso estudo, foram isoladas linhagens
de bactérias, fungos e levedura com caracteristicas
morfolégicas distintas, tais como cor, tamanho e
aspecto das colonias (para as bactérias e levedura),
bem como cor de micélio e cor de esporos (para
os fungos filamentosos). Esta selecdo resultou no
isolamento de baixo nimero de microrganismos
(n=32). Entretanto, foi possivel observar que
as placas de isolamento do solo coletado apos
1 ano de aplicagdo de glifosato apresentaram
crescimento de maior nimero de microrganismos
em comparagdo a amostra de solo com 30 dias de
aplicacao de glifosato. Esta diferenca na quantida-
de de microrganismos isolados das duas amostras
pode ser explicada pela adaptagdo das células
microbianas frente ao herbicida glifosato, as quais
necessitam de um tempo maior para que ocorra
esta adaptacao as condi¢des adversas geradas pelo
glifosato. Estudos vém demonstrando diferencas
no processo adaptativo microbiano frente ao
glifosato. Autores observaram que o crescimento
de fungos in vitro foi afetado negativamente pelo
glifosato.®® Os autores observaram uma drastica
inibicdo da pigmentacdo e da esporulagcdo de
varias espécies fungicas quando foram submetidas
a concentracdes de 1 pg mL! de glifosato. Na
pesquisa realizada por Ratcliff et al.,*® os auto-
res observaram uma diminuicdo da colonizagdo
bacteriana de raizes de plantas apods aplicacdo
do glifosato em altas concentragdes (100 x a
utilizada nas lavouras). Por outro lado, no mesmo
trabalho, os autores observaram poucas mudancas
na estrutura da comunidade microbiana apos 30
dias de utilizagdo de glifosato em concentragdes
recomendadas (5 kg por ha). Dados também encon-
trados por Rosenbaum et al.*” e Allegrini et al.,®”

que, ao usarem doses recomendadas de glifosato,
ndo observaram efeitos significativos na comuni-
dade microbiana presente no solo.

Outro fator importante a ser considerado

N .

estd relacionado a persisténcia do glifosato no
solo. Apesar de ser um composto essencialmente
imovel, o acido aminometilfosfonico, metabodlito
secundario do glifosato, se decompde rapidamente
e pode ser lixiviado, segundo Moraes e Rossi.CV
Desta forma, mesmo tendo o herbicida a capaci-
dade de interromper a via do acido chiquimico,
presente em bactérias e fungos, quando se liga
ao solo, ele se torna inativo, perdendo suas pro-
priedades antimicrobianas, e ficando disponivel
para degradacdo e mineralizagdo para CO, por
microrganismos, de acordo com Lane et al..®?
Neste sentido, a presenga de maior numero de
microrganismos na amostra na qual o herbicida
foi aplicado ha mais tempo € esperada, visto que o
glifosato, que nao foi lixiviado, pode ser utilizado
como fonte de carbono.

Estudos vém relatando a tolerancia e degra-
dacdo de glifosato por linhagens de leveduras e
também fungos filamentosos. Fernandes et al.®¥
demonstraram a capacidade de 4 isolados da
espécie do fungo ectomicorrizico Pisolithus spp.
em tolerar elevadas concentra¢des variando de 32
a 254 mg L' do herbicida glifosato. Eman et al.¢¥
avaliaram a tolerancia ao glifosato em 45 fungos
isolados de amostras de solo coletados em 11
fazendas. Entre os isolados, Aspergillus flavus, A.
niger, Penicillium verruculosum e P. spiculisporus
foram as linhagens mais tolerantes ao herbicida.
Low et al.®® relataram uma degradagdo de 21%
de glifosato por uma linhagem de Saccharomyces
cerevisiae utilizada na fermentagdo de pao. No
estudo realizado por Romero e colaboradores,®®
os autores observaram que Yarrowia lipolytica e
Candida krusei conseguiram degradar 42,5% e
66% de glifosato, respectivamente, quando este
composto foi adicionado como unica fonte de
carbono. Neste mesmo estudo, foi demonstrado
que Y. lipolytica apresentou uma fase de atraso
prolongada em seu crescimento, iniciado apenas
no sexto dia de incubac¢?o, enquanto que C. krusei
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obteve uma melhor adaptagdo ao glifosato, inici-
ando seu crescimento em 3 dias de incubagio.
Estes dados corroboram o presente estudo, tendo
em vista que a levedura isolada (L1) levou cerca
de 4 dias para se adaptar ao glifosato e a comecar
a se multiplicar.

Assim, observando os resultados a partir
dos experimentos, podemos afirmar que o cres-
cimento celular pode ter sido influenciado pelo
metabolismo microbiano de cada microrganismo.
O aumento da massa microbiana decorrente do
crescimento celular do tempo 1 para o tempo 2, em
ambos os isolados estudados, pode ser resultado
da adaptacdo dos microrganismos ao glifosato
e da capacidade destes de utilizar o composto
como fonte de carbono para seu desenvolvimento.
Desta forma, os microrganismos isolados podem
ser promissores se utilizados em processos de
biorremediacdo de ambientes contaminados com
herbicidas a base de glifosato.

Conclusao

A metodologia empregada no trabalho se
mostrou eficiente, pois foi possivel o isolamento
de bactérias, fungos filamentosos e levedura de
amostras de solo contaminado com glifosato. Fun-
gos ¢ leveduras podem adaptar-se a presenca de
herbicidas toxicos como o glifosato, apresentando
capacidade de crescimento e tolerancia frente a
esta substdncia. A adaptacdo das comunidades
microbianas a presenca de glifosato, bem como
o comportamento deste herbicida quando atinge
o solo, sdo favorecidos com o passar do tempo,
permitindo o desenvolvimento de microrganismos
apo6s 1 ano da aplicagdo na lavoura com o glifosato
como uma de suas fontes de carbono. Os resulta-
dos mostram que células microbianas tolerantes e
adaptadas ao glifosato apresentam potencial para
serem utilizadas como adjuvantes nos processos
de biorremediacdo de solos contaminados com
glifosato. Estudos futuros precisam ser realizados
para avaliar a presenca de genes de degradacao do
glifosato, bem como a formagao de metabolitos
menos toxicos € mais soliveis em agua.
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