CEUS FIC

ANALISE DO POTENCIAL DE
FUNGOS ISOLADOS EM
DIFERENTES AREAS DO DF, PARA
USO NA BIORREMEDIACAO DE
GLIFOSATO E 2,4-D

Professor orientador: Claudio Henrique Cerri E Silva

Alunas: Anita Farago Acosta Cruz e Ana Carolina de
Aragao Souza

PROGRAMA DE
INICIAGAO CIENTIFICA
PIC/CEUB

RELATORIOS DE PESQUISA

VOLUME 10 N° 1- JAN/DEZ
2024

.......
Fim

| 4[e

@opdf QAcneq B SRR



CEUB _PIC

CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA - CEUB
PROGRAMA DE INICIACAO CIENTIFICA

ANITA FARAGO ACOSTA CRUZ
ANA CAROLINA DE ARAGAO SOUZA

ANALISE DO POTENCIAL DE FUNGOS ISOLADOS EM DIFERENTES AREAS
DO DF, PARA USO NA BIORREMEDIAGCAO DE GLIFOSATO E 2,4-D

Relatdrio final de pesquisa de Iniciacdo
Cientifica apresentado a Assessoria de
Pesquisa e Extensao.

Orientacdo: Claudio Henrique Cerri E
Silva

BRASILIA
2025



CEU3 | PIC

AGRADECIMENTOS

Agradecemos imensamente pelo nosso orientador, Claudio Cerri, que nos deu
suporte durante toda a pesquisa. Também agradecemos ao professor Fabricio
Escarlate, por todas as considerag¢des e idas ao campo para coletar nossas amostras.

Por fim, a equipe do Labocien que ajudou a viabilizar este projeto e tornar a

rotina de laboratdrio mais feliz, especialmente Lula e Nati.



CEUB _PIC

RESUMO

Agrotoxicos sdo produtos quimicos amplamente empregados na agricultura moderna
qgue, ao longo dos anos, revelaram consequéncias severas decorrentes de seu uso
inadequado, incluindo impactos negativos a saude humana e animal, além da
bioacumulacdo no meio ambiente. Um dos principais problemas relacionados a essa
contaminacdo é que esses defensivos ndo se decompdem com facilidade,
permanecendo ativos por longos periodos. Nesse contexto, a biorremediacdo desponta
como uma alternativa vidvel para a degradacdo de xenobidticos, destacando-se o uso
de microrganismos, como bactérias e fungos, capazes de degradar compostos toxicos.
No presente estudo, foram coletadas amostras de duas regides distintas do Distrito
Federal para o isolamento de fungos e avaliacdo de seu potencial biorremediador: uma
area proxima a uma caverna e uma area urbana nas proximidades do Parque Olhos
d’Agua, unidade de conservacio ambiental. Ao todo, foram isoladas dezoito
morfologias fungicas, sendo cinco provenientes do Parque e treze da regido préxima a
caverna. As morfologias foram inoculadas em meio CZAPEK modificado, com o objetivo
de avaliar sua tolerancia a presenca do herbicida. Apds a selecdo dos melhores
resultados no screening preliminar, foram realizados ensaios enzimaticos para
investigar a capacidade de degradac¢ao dos herbicidas, buscando identificar fungos com
maior potencial biorremediador. A maioria dos fungos apresentou crescimento inibido
pela presenca de glifosato ja na concentragao inicial de 1%. Os isolados resistentes
foram avaliados em concentragdes de 3% e 5% de 2,4-D, observando-se inibi¢ao total
em 5%, restando apenas quatro isolados nessa etapa. As reagdes enzimaticas
envolvendo amilase e celulase apresentaram resultados nulos, enquanto a dosagem
protéica foi baixa, indicando limitacdes no potencial degradador nas condigdes
testadas. Estes resultados ndo anulam os fungos como potencial biorremediadores.

Palavras-chave: fungos; agrotdxico; biorremediacao; glifosato; 2,4-D.
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1 Introdugdo

1.1 Contextualizacdao da pesquisa
Agrotoxicos sdo produtos quimicos amplamente utilizados na agricultura atual

como prevencao de pragas agricolas que, com o passar dos anos, revelaram seu
potencial contaminacdo do meio. O inicio do seu uso ocorreu durante o periodo da
Primeira Guerra Mundial, com uma mudan¢a de mercado da indUstria quimica de
armamento para aplicacdo de seus venenos na agricultura (Lutzenberger, 2001). Desde
entdo, o mercado dos agrotdxicos cresceu e as pesquisas desenvolvidas
proporcionaram maior especializacdo do produto para aplicacdo na lavoura. O
agrotoxico deixou de ser apenas uma solucao de direcionamento da industria quimica
do pods-guerra, se tornando um produto de uso comum na agricultura. No Brasil, seu
uso é superior a 300 mil toneladas por ano (Spadotto; Gomes, 2021), e, atualmente,
555 agrotoxicos sao liberados para uso em territério nacional, nimero menor que de
2022, quando era permitido uso de 652 produtos (Salati, 2024).

O uso destes produtos estd vinculado a ideia de eficiéncia econdmica,
protegendo a plantacdo de ataques de pragas e contornando o solo empobrecido.
Porém, sao registrados diversos impactos socioambientais, desde dermatites a riscos
de desenvolvimento de canceres, como linfomas (Instituto Nacional de Cancer, 2022),
além de indicios de relagdes com Parkinson e Alzheimer. Diversos estudos apontam o
efeito em populagOes vulneraveis, tendo em vista o aparecimento de contaminacdes
entre trabalhadores em populagdes rurais (Bortolotto et al., 2020), um dos exemplos
sendo o artigo de Magalhdes e Caldas (2019) em que constam mais de 200
trabalhadores intoxicados no Distrito Federal entre 2009 e 2013. Essa disparidade
cunha o termo de injustica socioambiental (Veiga, 2007).

N3o é apenas a saude humana que é afetada pelos compostos quimicos.
Existem inumeros registros de seu impacto ambiental, como contaminacdo aérea
(Friedrich et al., 2018), de rios, lagos e lencdis fredticos (Oliveira et al., 2022) e, em
consequéncia, do solo e dos organismos ao redor. Um dos processos mais importantes
para isso é a lixiviagdo, quando a 4gua penetra o solo e leva os componentes dele
consigo. A destinagdo desta agua inclui os elementos do solo lixiviado, como o
agrotoxico. O problema central da contaminagdo ambiental por agrotdxico é que este

produto ndo se decompde facilmente no ambiente e causa um processo de
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bioacumulagdo em organismos que, por ventura, entrem em contato com ele (Veiga et
al., 2004).

A utilizacdo do processo de biorremediacdo vem como uma alternativa para
atenuar os impactos ambientais causados por varios poluentes depositados por acdo
antrépica. Em 1988 cientistas come¢cam a usar de organismos, como fungos, algas e
plantas para auxiliar em algum grau na degradacdo dos compostos toxicos depositados
no ambiente, sendo, portanto, capazes de suportar o contato com esses compostos
(Belo et al., 2011; Tortora; Funke; Case, 2017). Bactérias sdao capazes de decompor
substancias inertes, como as que podem provocar algum tipo de bioacumulacdo, além
de poderem consumir compostos organicos e inorganicos em sua alimentagao
(Francisco; Queiroz, 2018). N3o sO sdo capazes de recuperar a drea previamente
afetada, ou aliviar o impacto causado, como tem a possibilidade de restringirem ou
interromperem a cadeia de contaminacgdo, permitindo uma resolucdo com perspectiva

de saude ambiental.

1.2 Objetivos.
1.2.1 Objetivo geral
Avaliar a tolerancia e o padrao enzimatico de fungos coletados de diferentes regides do

Distrito Federal, quando expostos a presenca dos herbicidas glifosato e 2,4-D.

1.2.2 Objetivos especificos

Isolar fungos presentes em solos de diferentes regides do DF.

Avaliar a tolerancia dos fungos ao glifosato e 2,4-D, escolhendo aqueles com maior
capacidade de crescimento para andlise do potencial enzimatico na hidrélise de
componentes de células vegetais, como celulose e amido.

Realizar ensaios quanto ao potencial enzimatico dos fungos que apresentarem

tolerdncia aos herbicidas glifosato e 2,4-D.
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2 Fundamentagao tedrica
2.1 Herbicidas e seus impactos.

Ha varias formas de classificacdo de agrotdxicos, mas a classificacdo mais
comum é a de que organismo eles controlam. Entre eles encontramos fungicidas,
inseticidas e herbicidas, entre outros. Os herbicidas sdo voltados para controle de
organismos da flora. Podem ser divididos entre graminicidas e latifolicidas, sejam
exclusivos ou ndo, e de espectro amplo. Também podem ser separados quanto ao
carater i6nico. O glifosato se enquadra na categoria de espectro amplo, tendo como
alvo tanto monocotiledéneas quanto dicotiledoneas. Ambos os agrotdxicos abordados
no presente experimento sao acidos, ou seja, liberando ions de hidrogénio no meio
(Carvalho, 2013).

Também podem ser classificados entre seletivos e nado-seletivos. Os
nao-seletivos podem causar danos a cultura da lavoura, enquanto os seletivos nao.
Neste caso, o 2,4-D é considerado ndo-seletivo (Carvalho, 2013). O glifosato foi
classificado como ndo-seletivo em comunicagdo da Divisdo de Toxicologia Humana e
Saude Ambiental no Estado de Sdo Paulo. O glifosato e o acido
2,4-diclorofenoxiacético, também chamado de aminol, sdo comumente utilizados em
conjunto, usualmente em culturas de soja ou milho geneticamente modificados.
Glifosato costuma ser usado em culturas como algoddo, banana, cacau, arroz,
cana-de-agucar, macd, uva, trigo e fumo (ADAPAR, 2024a). Ja o 2,4-D é utilizado em
culturas de café, aveia, trigo, cana-de-aclcar, centeio e arroz. Ambos sdo
recomendados para uso em pastagem (ADAPAR, 2024b)

Existem tipos de interacdo entre xenobidticos e o ambiente apds o processo de
aplicagdo no campo, através de pulverizagdao. Uma porcentagem do que foi aplicado no
solo pode ser transportada, transformada ou retida no meio. A molécula continua ativa
no transporte, o que significa que atuara com outras moléculas além das presentes na
plantacdo. A transformacdo se da quando as reagdes quimicas com o meio provocam
sua degradacdo, o que significa que seu efeito comeca a ser reduzido. Por fim, quando
¢ adsorvido no solo, absorvido por plantas ou outros organismos, o xenobidtico esta
passando pelo processo de retencdo (Correia, 2021). O escorrimento é o processo de

carreamento lateral do herbicida no solo, ja a lixiviagdo é o processo de carreamento
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vertical do herbicida no solo. Ambos sdo os responsaveis pela contaminagdo de dreas
pelos xenobidticos. Fatores como quantidade e volume de chuvas, capacidade de
retencdo do herbicida no solo e sua composicdao quimica influenciam diretamente
nestes processos (Carvalho, 2013).

O uso de pesticidas acaba sendo incentivado quando as dreas de vegetacao
diversa sdo derrubadas para formacdo de monocultura, que naturalmente é mais
suscetivel as pragas agricolas. A preocupacdo com seu uso de xenobidticos se da pelos
riscos a saude e ao meio ambiente. Os residuos de ambos os mencionados para o
estudo podem ser encontrados no ar, agua, cultivares e tecidos animais que entram em
contato com este xenobidtico, além do glifosato ser considerado como provavel
cancerigeno, enquanto o 2,4-D é um possivel cancerigeno (CETESB, 2018; CETESB,
2020; Disner et al., 2020). O Brasil é um grande produtor agricola, o que aumenta a
preocupacdo dos efeitos negativos dos xenobidticos. O agrotdxico a base de glifosato é
o mais utilizado no mundo, incluindo no Brasil. Dados do Instituto Brasileiro de Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) mostram que entre os
componentes ativos dos agrotoxicos mais comercializados no Brasil e Distrito Federal
sdo, respectivamente, o Glifosato e o 2,4-D (Moraes; Rossi, 2010; IBAMA, 2022).
Embora sejam amplamente utilizados, estes compostos podem se tornar poluentes,
trazendo danos ndo sé para a saude humana como impactos ambientais, como a
contaminacado do solo e recursos hidricos (Mello et al., 2019).

No momento da pulverizagdo parte do herbicida pode ser perdido pela
volatizacdo onde as moléculas passam a forma gasosa, sem perder sua toxicidade,
como um vapor que pode contaminar outras culturas de plantas ou entdo retorna
como chuva ao solo (Correia, 2021). Além disso, foram encontrados registros mundiais
que daguas superficiais e subterrdneas contaminadas por agrotdxicos utilizados na
agricultura (Moraes; Rossi, 2010). O glifosato e o aminol sdo altamente sollUveis em
agua, tendo sido encontrado em Aaguas superficiais, ambientes aquaticos e lencdis
fredticos. Existem evidéncias de que o 2,4-D tem capacidade de contaminar outras
areas com a acdo das chuvas sobre o solo onde foi depositado, ja que se adere com
facilidade a agua (Berman et al., 2018; Islam et al., 2018; Renddn-von Osten;
Dzul-Caamal, 2017). Um estudo desenvolvido na sub-bacia hidrografica do rio

Samambaia (DF) e leste do Goias coletou amostras de agua de chuva, do percurso de
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rios, cisternas, cérregos, lagoas e nascentes, durante periodos da estacdo chuvosa e
seca, a fim de detectar e quantificar a presenca de agrotoxicos. Nos periodos de chuva,
99% das amostras continham alguma quantidade de agrotoxico e, no periodo de seca,
100% delas apresentaram xenobidtico (Correia; Carbonari; Velini, 2020)

Uma vez que o solo e a agua se encontram contaminados, os efeitos na fauna e
na saude humana sdo diversos. Os efeitos da intoxicacdo de glifosato e 2,4-D em
humanos costumam ser irritacdo de vias respiratorias, olhos, dores de cabeca, irritacao
cutanea e sintomas gastrointestinais (National Pesticide Information Center, 2010;
National Pesticide Information Center, 2008). Porém, sdo observados efeitos diversos
na fauna além destes, envolvendo mudancas de comportamento, como letargia ou
agressividade, problemas reprodutivos, problemas de desenvolvimento, interferéncia
no sistema imune e alteragGes nas células sanguineas. Infelizmente, muitas pesquisas
parecem falhar em reportar ou analisar as mudancgas bioquimicas provocadas pelos
xenobidticos no metabolismo animal e vegetal, o que dificulta um entendimento amplo

de como estes produtos podem afetar a saude (Disner et al., 2020).

2.2 Bioacumulacgdo, hidrografia e cavernas.

As consequéncias do uso de xenobidticos sdo variadas, afetando a integridade
dos organismos que entram em contato com ele. Um dos elementos mais
preocupantes no uso de agrotéxicos é a bioacumulacdo. A doutora Sheila Cardoso,
ecbloga, definiu bioacumulagdo como a concentracdo de substancias téxicas no
organismo de apenas um nivel tréfico (Ueno, 2023). O vento, a dgua e até contato e
manipulagcdo por outros seres podem causar a passagem dos xenobidticos para o meio.
Como agrotoéxicos sao de dificil degradacdo, a possibilidade de contaminacdo é alta e
0s organismos presentes na area irdo interagir diretamente com o quimico, e podem
contribuir para a contaminacao de outros locais ou organismos.

Um estudo feito por Papini e Andréa (2004) comprovou a bioacumulacdo dos
herbicidas simazina e paraquat em minhocas da espécie Eisenia foetida, identificando
os compostos em seus tecidos. O estudo observou que a bioacumulacdo persistia apds
90 dias, e acontecia mesmo ao aplicar as concentra¢gdes recomendadas dos
xenobidticos. Sendo um estudo experimental, apenas analisava a acdo e interacdo

destes organismos com os xenobidticos em ambiente controlado. J& no ambiente
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natural, foi verificado que o herbicida atrazina é de dificil degradacdo, podendo
persistir no solo por até 22 anos. O estudo menciona a capacidade de contaminacado de
lencdis fredticos do herbicida, que foi banido em 1991 da Alemanha, mas, quase dez
anos mais tarde, ainda era encontrado nos lencéis freaticos (Jablonowski et al., 20010).

Um caso documentado em Avaré, Sao Paulo, mostrou a intoxica¢do de gado por
um herbicida a base de arsénico organico apds a ingestdo de pasto pulverizado. Mais
da metade dos animais veio a 6bito (Dantas et al., 2012). Foi observado num estudo
experimental que mesmo que ndao morressem por intoxicagao em determinadas doses
de 2,4-D, as fémeas de d4caros expostos apresentaram menor longevidade que as
fémeas do grupo controle, ndo exposto a nenhum xenobidtico (Silva et al., 2018). O
acido 2,4-diclorofenoxiacético é definido como um xenobidtico que se degrada
rapidamente no ar, mas que demora cerca de quatro a sete dias no solo e possui alta
mobilidade, obtendo facilidade de atingir dguas superficiais e subterraneas. Nelas, ele
possui meia vida longa, sendo categorizado como de dificil degradacao. Ja o glifosato,
ou acido aminometilfosfénico, possui baixa mobilidade no solo, e ndo pode ser
absorvido por plantas. Pode demorar até meses para atingir sua meia vida quando
contamina agua (CETESB, 2018; 2020).

Cavernas sdo bastante conhecidas por fornecerem dados hidrogeolégicos, seja
do periodo atual, seja de periodos histéricos, sendo importantes para estudos do
passado como do presente. Podem fornecer um preservado de sedimento e sdo
ambientes favoraveis para analise das condi¢cdes do meio, sendo, portanto, marcadores
ambientais. Os sedimentos cavernicolas, podem ser classificados de varias formas, uma
delas sendo de origem antropogénica, e sdo comumente carregados pela agua por
diversos processos, como através de canais ou de lixiviacdo, e passando por diferentes
partes do solo até chegar no local de depdsito (Caldeira et al., 2020; Rosario, 2021).

O material depositado que vem da superficie em torno da caverna se chama
aléctone. E levado pela dgua para o local de depdsito, e contém caracteristicas muito
importantes quanto a sua origem, podendo carregar substancias ndo degradadas pelo
meio (Rosario, 2021). Isso torna as cavernas areas propicias para deteccdo de
compostos que possam estar no ambiente, assim como as aguas superficiais. Os

microrganismos presentes neste ambiente podem entrar em contato com variados
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tipos de substancias que sejam encontradas nos arredores, inclusive agrotdxicos

levados por agua até o sedimento cavernicola.

2.3 Biorremediacdo e potencial fungico

O primeiro registro de biodegradacdo de agrotdxicos por microrganismos foi de
uma espécie de bactéria que teve sucesso na quebra do 2,4-D em outros componentes
(Moreira; Siqueira, 2006). A biorremediacdo é um processo em que organismos,
normalmente plantas, microrganismos, fungos e bactérias, ou suas enzimas, sao
utilizados para remover ou reduzir poluentes do ambiente. A biorremediacdo pode
envolver a capacidade de degradag¢dao do objeto de estudo, e pode ser realizada tanto
com compostos organicos como inorganicos (Pereira; Freitas, 2012 apud Francisco;
Queiroz, 2018; Moreira; Siqueira, 2006; Coutinho et al., 2016). Seu uso demanda
eficiéncia na degradacdo de compostos toxicos, e é necessario que seja realizado em
condi¢Ges ambientais e seguras ao ecossistema (Mallmann et al., 2019).

As técnicas de biorremediacdo podem ser usadas em varios casos, como
detoxificacdo de pocos subterraneos, quebra de residuos de polimeros xenobidticos,
gestao de residuos toxicos e a degradagdo de herbicidas (Coutinho et al., 2016). Seus
métodos sdo classificados como: in situ e ex situ. Enquanto no in situ ocorre a
transformacdo ou remogao dos poluentes no préprio ambiente, no método ex situ o
material contaminado é removido do local para tratamento externo. As técnicas mais
conhecidas para ex situ sdo: biorreatores, landfarming e compostagem. Ja para in situ
existe o bioestimulo e bioaumento (Francisco; Queiroz, 2018).

Biorreatores sao sistemas fechados onde tem monitoramento e controle dos
reatores, neste processo o material contaminado é adicionado a um recipiente
contendo o reator e outros materiais para a degradacdo da substancia. Na
compostagem o material é retirado do local e colocado em pilhas onde os organismos
selecionados ou ja presentes metabolizam os poluentes (Ferreira, 2020). O bioaumento
consiste na adicdo de microrganismos com alto potencial de degradag¢ao dos
contaminantes, como fungos e bactérias em solos contaminados. Jd4 o bioestimulo
consiste na adicdo de nutrientes no solo visando o estimulo da atividade dos

microorganismo degradadores da microbiota nativa do solo (Jacques et al., 2007).
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Fungos e bactérias apresentaram eficiéncia na recuperacdo de 4dreas
adulteradas por substancias téxicas, tendo potencial para uso na degradacdo de
xenobidticos (Francisco; Queiroz, 2018). Diversos trabalhos foram realizados com
intuito de testar a capacidade de fungos, e microrganismos isolados de amostras de
solo contaminado por herbicidas demonstraram potencial como agentes
biorremediadores através da avaliagdo de seu crescimento em meios de cultura liquido
BDA inoculados com glifosato e atrazina. Os resultados provaram a capacidade de
desenvolvimento e crescimento na presenca de glifosato e atrazina em 3 isolados
fungicos (Machado et al, 2020). Um estudo conduzido no Instituto Nacional de
Pesquisas Amazonicas (INPA) também trouxe resultados pertinentes a biorremediagao
do solo com fungos. Amostras de solo contaminadas por glifosato na floresta
amazonica foram coletadas e transferidas para o meio de cultura, isolando os fungos
resistentes ao glifosato. Os que apresentaram resultado positivo sdo pertencentes ao
filo Ascomycota dos géneros Penicillium , Aspergillus e Trichoderma. Para avaliar o
potencial de uso do glifosato como fonte de nutriente os pesquisadores colocaram os
isolados em 3 meios de cultura média, Czapek médio normal, Czapek sem KH,PO, e
Czapek sem KH,PO, com concentra¢des de glifosato adicionadas. Todos os isolados
apresentaram capacidade de usar o glifosato como fonte de fésforo e entre eles 8
produziram mais biomassa com as concentracdes de glifosato do que no meio de
Czapek tradicional (Correa et al., 2023).

Uma pesquisa realizada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria,
EMBRAPA, analisou 12 fungos, com e sem capacidade de degradar compostos
organoclorados, quanto a sua tolerancia ao herbicida 2,4-D. Testes em triplicata foram
conduzidos em meio de cultura sélida e com a adicdo de 100 pl do herbicida. A
resisténcia fungica foi analisada a partir do crescimento do micélio e da oxidacdo do
substrato. Espécimes como Pleurotus pulmonarius, Pleurotus djamor e Agaricus sp.
apresentaram resisténcia e crescimento no substrato. Porém, o resultado mais
promissor de potencial a biorremediacdo em aplicagbes praticas foi do L. crinitus, que,
além seu crescimento demasiado na presenca de 2,4-D, ndo apresentou alteracoes
morfoldgicas significativas em comparacdo ao meio de controle, sugerindo que nao

teve efeito deletério do 2,4-D na ultraestrutura deste fungo (Serbent et al., 2020).
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3 Método
3.1 Delimitagao da pesquisa

Neste trabalho foi feita uma pesquisa experimental em busca de entender a
tolerancia de fungos coletados do solo no Distrito Federal (DF) a dois dos herbicidas
mais vendidos no Brasil (IBAMA, 2022), além de analisar o potencial enzimatico das
culturas com esse tratamento, para que sejam obtidos dados sobre o potencial uso
desses microrganismos na biorremediagao.

Para a area de coleta do solo, foram escolhidas duas areas diferentes do DF. A
primeira foi as margens de um corpo d'agua as margens de caverna, localizada em
Planaltina, préxima a dreas rurais com plantios agricolas e presenca de corpos d'agua,
enquanto a segunda foi feita em uma area mais urbana, mas aos ao arredores do
Parque Olhos d'agua, parque publico e ecoldgico.

A definicdo de solo utilizada nesta pesquisa foi a partir do que seria
categorizado como o limite superior da superficie terreste, a regido em contato com a
atmosfera. Removeu-se a camada serrapilheira que poderia estar presente no local, e
levou-se em conta que o limite superior é parte do horizonte superficial. O horizonte
superficial € uma camada que é feita pela acumulacdo de material depositado de
matéria organica, minerais e agua. Ele também é a secdo mais alterada pelas agdes

antrdpicas (Borges, 2021; Santos et al., 1983).

3.2. Coleta das amostras

Foram coletadas quatro amostras de solo em cada area, na profundidade de 10
a 25 centimetros, com o auxilio de um sonda de amostragem. Levou-se em conta que a
presenca de actinobactérias, muitas vezes responsaveis pela decomposicao de matéria
organica, estdo situadas numa faixa de de 20 a 25 centimetros, além de prévia
localizacdo de fungos nesta mesma faixa de profundidade, tendo também o papel da
decomposi¢cdo de matéria organica (Rocha et al., 2022; Silva, 2006). As amostras foram

armazenadas em saco plastico e levadas até o laboratdrio para processamento.
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3.3 Processamento das amostras

Apds peneirar o solo, ele foi diluido e suspenso em solugdo salina preparada a
uma propor¢ao de 0,85%. A solugdo foi adicionada a frascos conicos, e depois
autoclavada a 120 °C por 20 minutos. Nesses frascos conicos foram adicionados 10
gramas de solo para 90 mL de solugdo. Os frascos foram submetidos a agitacao por 10
minutos e posteriormente o contetddo suspenso foi diluido em 10?% e 10° na solucdo
salina (Araujo; Lemos, 2022).

Placas de Petri esterilizadas foram utilizadas para o cultivo dos microrganismos,
preenchidas com 20 mL do meio de cultura Sabouraud (KASVI) e, apds serem
autoclavadas, permaneceram em uma camera UV até a solidificacdo do meio. Sendo
assim, 0,2 mL da diluicdo de cada amostra foi semeado em meio de cultura Sabouraud
a partir da técnica de espalhamento pelo uso da alca de Drigalski esterilizada. As placas
ja semeadas foram armazenadas em estufa a 30 °C por dez dias para garantir um bom

crescimento e diferenciacdo das colonias (Aradjo; Lemos, 2002; Serbent et al., 2020).

3.4 Isolamento

Apds o plagueamento das diluicGes feitas com o solo e o crescimento das
culturas, foi feito o isolamento dos fungos. Com uma ponteira estéril foram coletados
os centros de cada col6nia formando um disco de micélio de 5 mm de diametro. Placas
de Petri contendo 15 mL do meio de cultura autoclavado, permaneceram em uma
camara UV até a média solidificagdo do meio. Nessa etapa, foram adicionados 100 pL
de glifosato e de 2,4-D ao meio de cultura, pela técnica de espalhamento. Os discos
micelares coletados anteriormente foram colocados entdo no centro da placa com a
face contendo o micélio voltada para baixo. As placas foram armazenadas a

temperatura de 30 °C por 14 dias.

3.5 Manutencao das culturas

A manutenc¢do das culturas foi feita por meio de repiques periddicos. Foram
feitos indculos em tubos de ensaio com meio de cultura Sabouraud solidificado de
forma inclinada a partir do micélio dos fungos. Apds o crescimento, os tubos foram

armazenados em geladeira a 4 °C.
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3.6 Screening preliminar

O screening preliminar tinha como objetivo avaliar a tolerancia dos fungos aos
herbicidas. Esse teste foi conduzido em meio de cultura CZAPEK (NaNO3 2 g, K2HPO4 1
g, MgS04 0,5 g , KCl 0,5 g, FeSO4(NH4)2S04 0,01g, 4gar 15 g para 1000 mL de agua
destilada), contendo concentracdes crescentes dos herbicidas, iniciando com 1% e
intervalo constante de 2%, até completa inibicdo do crescimento. O didmetro central
do disco micelial foi medido com paquimetro, diariamente, no decorrer dos 14 dias de
incubagdo. O crescimento didrio das culturas (DGRab) serd calculado pela equagao

abaixo (Serbent et al., 2020).
Equagdo DGRab = (Db - Da) / (tb-ta) (Fonte: Serbent et al.,. 2020)

Em que Db é o didmetro final calculado, Da é o diametro inicial do disco,
medido no paquimetro, e (tb - ta) representa o intervalo de tempo de exposi¢do. As
colonias que apresentaram maior tolerancia foram utilizadas nas andlises

experimentais posteriores.

3.7 Ensaio enzimatico

Apds a caracterizacdo da tolerancia, os fungos que apresentaram melhores
resultados foram inoculados em meio de cultura CZAPEK (NaNO; 2 g, K;HPO, 1 g,
MgSO, 0,5 g , KCI 0,5 g, FeSO,(NH,),SO, 0,01 g, dgar 15 g para 1000mL de agua
destilada) e cultivados por um periodo de sete dias a temperatura ambiente. No
periodo em que foi feito, a temperatura média da semana inteira foi 20 °C. A
temperatura média minima foi de 18,65 °C, enquanto a média maxima foi de 21,25 °C.
A temperatura minima registrada no periodo foi de 10 °C, e a maxima de 28 °C. Os
dados foram extraidos de uma estacdo meteoroldgica préxima ao laboratdrio, com
cédigo 83377 (INMET, 2025). As fontes de carbono fornecidas serdo o glifosato e o
2,4D, em frascos Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio, feito em triplicatas.
A concentracado dos herbicidas, neste ensaio, foi aquela de maior tolerancia encontrada

nos testes de screening preliminar.
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3.8 Extragao enzimatica

Apds o intervalo de tempo dado para o crescimento, foi adicionado 30 mL de
tampdo acetato de sédio (25 mM pH 5,0) aos Erlenmeyers que foram submetidos a
agitacdo por duas horas em mesa oscilatdria. O conteldo dos frascos foi filtrado a
vacuo com um filtro de papel Whatman nimero 1. O filtrado foi armazenado em frasco
ambar esterilizado e mantido sob refrigeracdo até a conclusdo dos testes enzimaticos.
Os frascos contendo o filtrado foram identificados como extratos brutos e

armazenados a 4 °C (Silva et.al., 1999).

3.9 Analise da atividade enzimatica

A determinagdo das atividades de alfa-amilase das amostras provenientes do
extrato bruto foi feita pela adigdo de 300 puL da amostra enzimatica, a 600 pL de
solucdo de amido, em tampdo acetato de sdédio 100 mM, pH 5,0, sendo a reacdo
conduzida a 50 °C, durante 30 minutos (Silva et al., 1999). A reacao foi interrompida
pela adicdo de 900 pL de acido dinitrosalicilico (DNS) e imersdo dos tubos de ensaio em
banho de agua fervente por 10 minutos, seguido da adigdo de 1800 uL de agua
destilada. A quantidade de aclucar redutor liberada foi medida
espectrofotometricamente a 540 nm utilizando-se glicose como padrdo (Miller, 1969).
A atividade enzimatica foi expressa em umol de acgucar redutor formado por minuto e
por mL de solucdo enzimatica (U/mL) nas condi¢des descritas anteriormente. Para o
ensaio com papel de filtro (Mandels, 1976), amostras enzimaticas de 300 uL foram
adicionadas a tubos de ensaio contendo uma tira de papel Whatmanno 1 (1 x6 cm). A

reacdo foi conduzida de acordo com as condi¢es descritas acima.

3.10 Determinacgdo de proteinas

As concentracdes de proteinas foram determinadas pela adicdo de 400 uL das
amostras enzimaticas a 2,0 mL da solugdo A [volumes iguais dos reagentes: CTC
(Na,CO; 10%, KNaC,H,O 0,2 % e CuSO, 0,1 %); NaOH (0,8 N); SDS 10 % e H,0], seguido
de 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente. Foram adicionados 1,0 mL da
solugdo B, sendo 1 volume do reagente de Folin (2N) em 5 volumes de H,0, seguida de

incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. A quantidade de proteina foi
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medida espectrofotometricamente a 750 nm, utilizando-se albumina bovina sérica

como padrao (Petterson, 1977).
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4 Resultados e discussao

4.1 Amostragem da pesquisa

A amostragem foi definida em duas regides distintas, a primeira , foi ao redor
do Parque Olhos d’Agua, area de conservacio ambiental dentro da regido
administrativa Asa Norte. O cddigo das amostras foi determinado como POA. A drea de
coleta escolhida foi uma regidao sombreada préxima ao Parque, que tinha uma grande
qguantidade de serrapilheira, com presenca de algumas arvores e pouca vegetacado
rasteira. A terra possuia tonalidade alaranjada. Foram identificados alguns residuos

jogados pelo local, como tampinha de garrafa plastica.

Figura 1 — Visdo de satélite da area em torno do Parque Olhos d’dgua.

Fonte: Google Earth Pro®.

J4 a segunda regido foi préxima a dreas agricolas de Planaltina, em um
ambiente cavernicola, as margens de um corpo d'dgua, como podemos ver na Figura 2,
uma regido de sumidouro. As regides de sumidouro, sdo caracterizadas por processos
hidrolégicos complexos e uma dindmica particular de deposicdo de sedimentos. Esses
sistemas apresentam um acumulo de residuos variados proveniente do percurso de
corpos d'dgua. Frequentemente os sedimentos acumulados contém uma diversidade

de substancias organicas e inorganicas, resultantes da erosio do solo, da
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decomposi¢cdo da vegetacdo circundante e de outras fontes externas (Caldeira et al.,

2020). As amostras coletadas neste ambiente receberam o cddigo CAV.

Figura 2 — Imagens retiradas do local de coleta das amostras CAV.

Fonte: dos autores.

A drea era bastante Umida, com muitos indicios de matéria organica dos
sedimentos, e presenca de organismos como liquens. O local era sombreado, com terra
escura. Foram realizadas coletas de dois pontos em cada regiao, totalizando os grupos

de amostras CAV1, CAV2, POA1 e POA2.

4.2 |solados

No total, foram identificados 18 isolados com morfologias distintas, sendo 5 da

categoria POA e 13 dentro da categoria CAV, conforme pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Numero de isolados por area de coleta em meio Sabouraud

Amostra Numero de isolados
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CAV1 10
CAV2 3
POA1 2
POA2 3

Fonte: Elaborado pelos autores (2025)

Na Figura 3 constam as morfologias provenientes das amostras POA1 e POA2.
Na Figura 4 podemos ver as morfologias provenientes das amostras CAV1 e CAV2.
Todas as morfologias foram obtidas a partir do crescimento dos fungos em placas de

Petri a 30 C em meio Sabouraud.

Figura 3 — Isolados amostras POA1 e POA2.

POAZ - 11 POA1 - 12

POA3 - 12 POA1T - 11

Fonte: elaborado pelos autores (2025)
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Figura 4- Isolados amostra CAV1 e CAV2.

CAV2-1

CAV1 - 110 CAVI-1

CAV1 - 13

CAV1 - 14 CAV1 -18

Fonte: Autores.

Ambientes cavernicolas sdo considerados extremos e seletivos por conta das
alteracbes de pH, presenca de luz, oxigénio e nutrientes. Com a falta de luz, ha falta de
producdo de matéria organica primdria e a necessidade de buscar métodos
alternativos para adquirir nutrientes, como carbono (Simon, 2019; Furey; Racey, 2016;
Nitzu et al., 2018). Isso causa o desenvolvimento de organismos especificos, que ndo
seriam encontrados com tanta frequéncia fora do ambiente, por conta da
especializacdo necessaria para interagir no meio (Schabereiter-Gurtner et al., 2004).
Uma exposicdo a esse tipo de ambiente pode justificar encontrar mais isolados que

resistiram ao estressor provocado pelo xenobidtico.

Apds o processo de isolamento, foi feito um teste preliminar com adigdo de 100
ul de glifosato e 2,4-D em meio com 15ml de Sabouraud. Como demonstra a Tabela 2,
14 isolados cresceram na presenca do defensivo 2,4-D e 11 na presenca de glifosato.
Somente 2 isolados ndo conseguiram crescer. A relacao dos isolados que cresceram na

presenca de agrotdxico ndo consta.

Tabela 2 — Isolados que cresceram com 100 pl agrotoéxico

Aminol
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Amostra Nudmero de isolados
CAV1 7
CAV2 3
POA1l 2
POA2 3

Glifosato

Amostra Numero de isolados
CAV1 6
CAV2 2
POA1l 2
POA2 2

Fonte: elaborado pelos autores (2025)

23
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4.3 Screening preliminar

Os isolados que atingiram o crescimento em meio Sabouraud na presenga do
defensivo seguiram para screening preliminar. Ele é feito com o meio CZAPEK
modificado, com a substituicdo da sacarose pelos defensivos, Glifosato ou 2,4-D, assim
ele ndo apresenta nenhuma outra fonte de carbono. Uma vez adicionado o defensivo,
os fungos vao usar ele como fonte, a fim de obter a tolerancia de crescimento dos
fungos, conforme o aumento da quantidade de defensivos. O crescimento dos fungos
foi medido com um paquimetro durante 14 dias. Com a demonstracao de crescimento
em até 5 dias, aumentava-se a concentracdo de agrotdxico na amostra, ou seja, 0s
fungos que nao apresentaram crescimento ou que estagnaram em menos de 5 dias
nao foram testados em concentragdes maiores. O objetivo era avaliar a tolerancia aos
defensivos dos fungos encontrados e selecionar os que seriam usados para a analise
enzimatica. Os fungos que ndo apresentaram nenhum tipo de tolerancia ndo foram

incluidos na Tabela 3.

“-n

Tabela 3 — Média de tolerancia aos herbicidas. A ndo tolerancia foi apresentada como

Amostra 1% 3% 5%

Aminol
POA2 - 13 0,17 0,2 -
POA2 - 12 1,68 0,07 0,05
POA1 - 12 0,39 0,19 0,1
POAl1-11 0,24 0,11 0,09
POA2 - 11 0,16 0,26 0,16
CAV1-13 0,28 0,21 -
CAV1-15 0,32 0,18 -
CAV2-13 0,14 0,08 -
CAV1-11 0,24 0,14 -

CAV1-19 0,12 0,12
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CAV1-110 0,12 0,05

CAV1 - 17 0,1 -

CAV1-12 0,39 -

CAV2 -2 0,19 -
Glifosato

POA2-11 0,03 0,02

Fonte: elaborado pelos autores (2025)

Foi possivel avaliar que a maioria dos isolados teve crescimento inibido ou até
falta de crescimento na presenca de glifosato 1%, consequentemente somente uma
amostra chegou a crescer em 3%. Glifosato é um defensivo ndo-seletivo que provoca
deficiéncia na sintese de proteinas ao afetar enzimas que sdo necessdrias para a

producdo de aminoacidos aromaticos (National Pesticide Information Center, 2010).

O aminol teve melhor desenvolvimento chegando em até 5%, embora os que
apresentaram tolerancia obtiveram estagnacdo no crescimento em menos de 5 dias. O
aminol é conhecido por afetar muitos organismos vegetais. Ele tem o mecanismo de
aumentar a divisdo celular, causando uma sintese de proteinas desenfreada,
descontrole na produgdo de etileno, horménio vegetal, além de danificar a estrutura
da parede celular (Disner et al., 2020; National Pesticide Information Center, 2008). Foi
decidido avaliar que os isolados que apresentaram uma tolerancia maior, a maiores
concentragbes de defensivos, tanto para aminol quanto para glifosato foram

provenientes das amostras POA1 e POA2.

Dentre os fungos que apresentaram maior tolerdncia na pesquisa, foi
identificado o Aspergillus. Os fungos do género Aspergillus apresentam grande
potencial para a biorremediacdo de glifosato devido a sua capacidade de utilizar esse
herbicida como fonte de nutrientes como fdsforo, carbono e nitrogénio em meio
CZAPEK (Carranza, 2017). Outros géneros também demonstraram capacidade de
metabolizar o glifosato, como Penicillium e Trichoderma em condi¢des de desempenho
similares revelaram a presenca de metabdlitos secundarios, indicadores de

metabolismo (Correa et al., 2023).
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A capacidade de tolerancia de microrganismos a exposicdo do xenobidtico é
uma caracteristica necessdria para a aplicacdo na biorremediacdo, portanto, sua
avaliacdo é um importante indicativo do seu potencial (Meharg, 2001). A restricao de
fontes de nutrientes no meio de cultura inoculado com agrotéxico visava testar essa
alternativa biotecnolégica, considerando o método de bioaumento, que leva em conta
a capacidade metabdlica do organismo ou enzima realizarem a degrada¢do do meio

(Jacques et al., 2007).
4.4 Analise da Atividade Enzimatica

No processo de andlise enzimatica, buscou-se testar a dosagem protéica,
medida em pg/ul, a concentracdo de amilase e a concentracdo de celulase. Escolheu-se
as amostras que demonstraram sinais de maior tolerancia a presenca dos defensivos
na etapa do screening preliminar, os isolados que apresentaram tolerdncia a
porcentagens maiores de agrotdéxico, como apresentado na Tabela 4. Os resultados
negativos e nulos foram equiparados com o valor 0 para facilitar a interpretacao da

tabela.

Tabela 4 — Resultados dos ensaios enzimaticos de amilase e celulase e dosagem de proteinas

Dosagem proteina

Isolado Amilase(U) Celulase (U) (ug/uL)
POA1-11 0 0 24,6
POA 1-12 0 0 11,39
POA2 - 11 0 0 9,26
POA2 - 12 0 0 120,16

Fonte: elaborado pelos autores (2025)

Dos isolados para extragdao cultivados em erlenmeyers, nao obtivemos
crescimento aparente. Tanto o ensaio de amilase quanto o ensaio da celulase
obtiveram resultados nulos, e ndo foi possivel detectar atividade enzimatica. Esse

resultado pode ter sido influenciado por vérios fatores como temperatura e pH.
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A remocgao da exposicdao da amostra a uma temperatura constante de 30 °C
para a temperatura tenha influenciado esta modificacdo no crescimento aparente.
Temperatura e pH podem ter sido determinantes nesta etapa, e sua influéncia pode ter
provocado uma baixa dosagem enzimatica. O pH influencia diretamente na qualidade

de crescimento do fungo no meio (Teixeira, 2023).

E possivel que a amilase n3o tenha encontrado a faixa de pH adequada para
desenvolvimento, afetando o metabolismo do fungo durante a sua fase de
crescimento, considerando que sua producao enzimatica pode ser ideal entre pH 4,5 e
6, e isso afeta o comeco de sua liberacdo enzimatica para o lado externo da célula,
além da temperatura ideal ter sido avaliada em torno de 60 °C (Lopes et al., 2024). Jd a
celulase costuma apresentar uma temperatura étima para atividade na faixa de 50 °C a

55 °C, e pH com maior atividade entre pH 4,2 e 5,8 (Pardo; Forchiassin, 1999).

A amilase é uma enzima responsavel pela conversao do amido em glicose,
amplamente utilizada na industria alimenticia e de produtos de limpeza. Além disso,
analisando seu potencial para biotecnologia (Guimaraes et. al., 2006). A celulase, por
sua vez, desperta interesse por sua atividade de quebra da celulose e liberagdo de
glicose que pode auxiliar na produgdo de biocombustiveis (Castro; Pereira Junior,
2010). Além disso, ja foi avaliada a presenca de sua atividade enzimatica em residuos
metabdlitos de fungos filamentosos encontrados em solo cavernoso (Paula et al.,

2019).

Um trabalho anterior obteve resultados similares, encontrando tolerdncia dos
isolados e avaliando positivamente atividade enzimatica na presenca de 2,4-D, ainda
gue poucas amostras tivessem atingido resultados que indiquem alguma atividade
enzimatica (Oliveira; Silva, 2022). E necessério reavaliar as varidveis antes de excluir a
hipotese de potencial biorremediador considerando como elas podem afetar o

crescimento e desenvolvimento de fungos.
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5 Consideragoes finais

Os fungos isolados da pesquisa apresentaram tolerdncia na presenca de
defensivos, indicando a possibilidade de uso na biorremediacdo. Porém, seria
necessario conduzir mais testes tanto para entender a relagdo do metabolismo fungico
acerca do agrotoxico e sua capacidade de consumo do mesmo, quanto para avaliar
outras atividades enzimaticas dos fungos em diferentes substratos e com diferentes
nutrientes. Uma possibilidade é o uso de placas com diferentes concentragées de
nutrientes para avaliar o comportamento do microrganismo, ou uma simulacdo de
como seria o substrato natural, no qual o fungo iria crescer no meio externo. Também
pode ser interessante para uma andlise analisar o consumo de fdsforo, nitrogénio e
xylana.

O numero alto de morfologias préximo da regido cavernicola nos apresenta
uma alta variedade de fungos no ambiente cavernicola. Isso pode se dar pela regido no
entorno da area de coleta ser mais distante de centro urbano, mesmo que ndo seja
uma area de conservacdo. E possivel que os organismos da caverna, pela pressdo

seletiva do ambiente, tenham conseguido se sobressair com mais facilidade.
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