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RESUMO 

 

Os fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) são organismos do solo que participam 

de serviços ecossistêmicos fundamentais, como a ciclagem de carbono e melhoria 

da nutrição das plantas. O crescente interesse pela preservação do grupo e uso dos 

organismos como indicadores em avaliações de risco ecológico de agrotóxicos tem 

motivado pesquisadores a aprimorarem os métodos ecotoxicológicos existentes. No 

Brasil, informações acerca dos efeitos de agrotóxicos sobre FMAs em solos naturais 

são escassas. O objetivo, através desse trabalho, foi avaliar o efeito de 

concentrações de fungicidas à base do ingrediente ativo piraclostrobina (0; 2,5; 5; 

10; 25; 50; 100 mg kg-1) e inseticida fipronil (0; 25; 50; 100; 250; 500; 750 mg kg-1) 

sobre a germinação de esporos de Rhizophagus clarus (RJN120A), Gigaspora 

albida (SCT200A) e Gigaspora margarita (SCT077A) e, ainda, os efeitos do 

fungicida mancozebe (0; 1,5; 3; 9; 27; 54; 81 mg kg-1) sobre o ciclo de vida das 

mesmas espécies, em ensaios conduzidos em um Latossolo Vermelho. Os 

resultados demonstraram que a piraclostrobina afetou negativamente as três 

espécies, sendo G. albida a mais sensível (CI50: 61,23 mg kg-1). O inseticida fipronil 

reduziu a germinação de esporos de R. clarus e G. margarita, sem efeitos sobre G. 

albida. A menor concentração de efeito observada entre as espécies foi de 250 mg 

kg-1 em G. margarita. Considerando as concentrações ambientais previstas (PEC – 

Predicted environmental concentration) estimadas em 0,27 mg kg-1 para 

piraclostrobina e 0,033 mg kg-1 para fipronil, a menor taxa de toxicidade-exposição 

(TER – Toxicity to exposure ratio) encontrada foi de 226,8 para piraclostrobina em G. 

albida. A magnitude das TERs encontradas sugerem que o risco das substâncias 

para as espécies testadas deva ser mínimo em condições de campo em Latossolos 

brasileiros. Nos ensaios com o fungicida mancozebe, o ingrediente ativo (i.a.) 

reduziu a germinação de esporos das três espécies, sendo G. albida a mais sensível 

(CI50: 18,88 mg kg-1). Nos ensaios de fase simbiótica, a colonização radicular de 

plantas de alho-poró, no entanto, não foi afetada pelo fungicida para nenhuma 

espécie. Para o comprimento total do micélio extrarradicular (CMET) apenas R. 

clarus sofreu inibição, a partir de 27 mg kg-1, com CI50>81 mg kg-1. A massa seca de 

parte aérea (MSPA) também foi reduzida nas mesmas concentrações em que houve 

inibição do CMET, possivelmente em função da diminuição dos benefícios da 



 

simbiose. Todas as espécies apresentaram maior sensibilidade na fase pré-

simbiótica do que nas variáveis de fase simbiótica, indicando que a germinação de 

esporos é um enpoint protetivo. A espécie G. albida, que apresentou maior 

sensibilidade na fase pré-simbiótica, não reproduziu o padrão na fase simbiótica, 

onde R. clarus foi o mais sensível, evidenciando possíveis diferenças 

morfofisiológicas e de comportamento existentes entre as espécies. Através do 

estudo, também se demonstrou a aplicabilidade de uma metodologia prática e 

padronizável para ensaios ecotoxicológicos utilizando um solo natural. 

 

Palavras chaves: Fungicida; Ecotoxicologia; Micélio extrarradicular; Gigaspora; 

Rhizhopagus.  

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMFs) are soil organisms that participate in key 

ecosystem services such as carbon cycling and improving plant nutrition. The 

growing interest in the preservation of the group and the use of organisms as 

indicators in ecological risk assessments of pesticides has motivated researchers to 

improve existing ecotoxicological methods. In Brazil, information about the effects of 

pesticides on AMF in natural soils is scarce. The objective, through this work, was to 

evaluate the effect of concentrations of the fungicide pyraclostrobin (0; 2.5; 5; 10; 25; 

50; 100 mg kg-1) and the insecticide fipronil (0; 25; 50; 100; 250; 500; 750 mg kg-1) on 

the germination of spores of Rhizophagus clarus (RJN120A), Gigaspora albida 

(SCT200A) and Gigaspora margarita (SCT077A) and, also, the effects of the 

fungicide mancozeb (0; 1 ,5; 3; 9; 27; 54; 81 mg kg-1) on the life cycle of the same 

species, in tests conducted on an Oxisol. The results showed that pyraclostrobin 

negatively affected the three species, with G. albida being the most sensitive (IC50: 

61.23 mg kg-1). The insecticide fipronil reduced the germination of spores of R. clarus 

and G. margarita, with no effect on G. albida. The lowest observed effect 

concentration among the species was 250 mg kg-1 in G. margarita. Considering the 

predicted environmental concentrations (PEC) estimated at 0.27 mg kg-1 for 

pyraclostrobin and 0.033 mg kg-1 for fipronil, the lowest toxicity-exposure ratio (TER) 

found was 226.8 for pyraclostrobin for G. albida. The magnitude of the calculated 

TERs suggests that the risk of the substances for the tested species should be 

minimal under field conditions in Brazilian Oxisols. In the tests with the fungicide 

mancozeb, the active ingredient reduced spore germination in all three species, with 

G. albida being the most sensitive (IC50: 18.88 mg kg-1). In the symbiotic phase tests, 

the root colonization of leek plants, however, was not affected by the fungicide for 

any species. For total extraradical mycelium length (CTME), only R. clarus was 

inhibited, at 27 mg kg-1, with IC50>81 mg kg-1. The shoot dry mass (MSPA) was also 

reduced at the same concentrations in which there was inhibition of the CMET, 

possibly due to the decrease in the benefits of the symbiosis. All species showed 

greater sensitivity in the pre-symbiotic phase than in the symbiotic phase variables, 

indicating that spore germination is a protective endpoint. The species G. albida, 

which showed greater sensitivity in the pre-symbiotic phase, did not reproduce the 



 

pattern in the symbiotic phase, where R. clarus was the most sensitive, evidencing 

possible morphophysiological and behavioral differences between the species. The 

study also demonstrated the feasibility of a practical and standardized methodology 

for ecotoxicological tests using a natural soil. 

Palavras chaves: Fungicide; Ecotoxicology; Extraradical mycelium; Gigaspora; 

Rhizhopagus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) são considerados um grupo-

chave de organismos do solo pelas diversas funções ecossistêmicas prestadas. 

Dentre as funções mais conhecidas dos FMAs estão sua contribuição na estocagem 

do carbono (Treseder; Allen, 2000; Jansa; Treseder, 2016) e melhoria na nutrição do 

fósforo para as plantas, com crescentes evidências apontando seu papel na nutrição 

do nitrogênio (Hodge et al., 2010; Bücking; Kafle, 2015). Ainda, participam da 

regulação de ciclos de nutrientes e influenciam a estruturação do solo e a 

multifuncionalidade dos ecossistemas (Rillig; Mummey, 2006; Leifheit et al., 2014; 

Van der Heijden et al., 2015). Além disso, a diversidade de FMAs modela as 

comunidades de plantas, causando impacto sobre a produtividade dos ecossistemas 

em que estão presentes (Van der Heijden et al., 1998).  

Dispersos pelo globo, as mais de 340 espécies (AMF PHYLOGENY, 2023) de 

FMAs estão presentes nos mais variados ecossistemas, incluindo aqueles de 

intenso uso agrícola, onde sofrem pressões seletivas de acordo com os tipos de 

manejos realizados e sua intensidade. Práticas de preparo do solo, diferentes 

espécies de plantas, fertilizações e aplicações de agrotóxicos podem alterar a 

dinâmica da comunidade fúngica (Oehl et al., 2010; Liu et al., 2023; Ramana et al., 

2023), influenciando grupos funcionais e interferindo na prestação de serviços 

ecossistêmicos (Mathimaram et al., 2007). Oehl et al. (2017) demonstraram que a 

riqueza de espécies de FMAs foi maior em solos de pastagens comparativamente a 

solos com culturas anuais. Além do efeito de diferentes características do solo (e.g.: 

matéria orgânica, biomassa, disponibilidade de nutrientes), algumas espécies 

também foram afetadas pelos diferentes usos e intensidade do uso do solo (Oehl et 

al., 2017).  

Dentre as práticas agrícolas frequentemente empregadas, a aplicação de 

agrotóxicos ganha destaque, dado seu potencial de causar efeitos negativos sobre 

esse grupo de organismos (Rivera-Becerril et al., 2017; Riedo et al., 2021;). 

Avaliando 150 pontos de solos cultivados com cereais e 60 pontos de pastagens ao 

longo de um gradiente espacial na Europa, Edlinger et al (2022) demonstraram que 

a eficiência de absorção de fósforo por comunidades de FMAs oriundas de 

pastagens foi superior à das oriundas de áreas cultivadas. A redução da riqueza das 

espécies, advinda da aplicação de fungicidas em áreas de cultivo, foi o melhor fator 
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explicativo para redução de 43% no “uptake” de fósforo pelas espécies de áreas 

cultivadas.  

Apesar dos FMAs constituírem um grupo de organismos não-alvo, é sabido que 

herbicidas (Druille et al., 2013), inseticidas (Malfatti et al., 2023) e fungicidas (Zocco 

et al., 2008) podem causar efeitos negativos sobre diferentes etapas do ciclo de vida 

desses organismos. Considerando o potencial prejuízo que a perda das funções 

desse grupo de organismos representa para os ecossistemas, a Agência de 

Segurança Alimentar da Europa (EFSA, European Food Safety Agency) emitiu uma 

opinião científica recomendando a inclusão desse grupo de organismos em 

esquemas de avaliação de risco ecológico de pesticidas no bloco (Ockleford et al., 

2017). Apesar da existência de um protocolo padronizado ISO 10832:2009 (ISO, 

2009) e dos recentes avanços no tema (ver Mallmann et al., 2018; Malfatti et al., 

2023), é notável que a ecotoxicologia de FMAs ainda carece de métodos adequados 

e validações científicas robustas, que levem em consideração novas espécies, 

cenários de exposição, moléculas e endpoints.  

Na União Europeia, métodos específicos para avaliar o potencial risco de 

agrotóxicos aos organismos do solo foram estabelecidos em 2002 (EC, 2002).  No 

Brasil, o conhecimento dos efeitos de agrotóxicos sobre espécies de FMAs sob 

solos representativos é escasso. Para o registro de novos agrotóxicos no país, a 

substância candidata deve passar pela avaliação do potencial de periculosidade 

ambiental e avaliação do risco ambiental (IBAMA, 1996). Dentre os ensaios 

necessários para a caracterização do risco ambiental estão os testes físico-

químicos, testes de destino do produto e testes ecotoxicológicos (Niva et al., 2016). 

Apenas ensaios ecotoxicológicos com minhocas e “microrganismos envolvidos na 

ciclagem de nutrientes” são exigidos pela atual legislação. É notável, portanto, que 

outros grupos de organismos do solo devam ser inclusos nas avaliações, a exemplo 

dos FMAs, dado sua fundamental contribuição na provisão de serviços 

ecossistêmicos. A inclusão de novos grupos de organismos está condicionada não 

só aos esforços governamentais e sociais, mas também pelo avanço da ciência no 

tema. 

Simbiontes obrigatórios, o ciclo de vida dos FMAs é comumente dividido entre a 

fase pré-simbiótica ou assimbiótica (antes da associação com o hospedeiro) e 

simbiótica (a partir da associação com hospedeiro). Na ecotoxicologia de FMAs, 

endpoints de ambas as etapas são utilizados para caracterizar o risco de 
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substâncias aos organismos. Na fase pré-simbiótica, os esporos representam a 

unidade fundamental para sobrevivência e dispersão nos ambientes (Koske & 

Gemma, 1990), além de estarem atrelados ao futuro sucesso da simbiose 

(Klironomos & Hart, 2002). A capacidade de germinação dos esporos em meios 

contaminados é frequentemente utilizada para avaliar a toxicidade de substâncias. 

Na literatura, são conhecidos os efeitos negativos que fungicidas (Chiocchio et al., 

2000; Zocco et al., 2008; Mallmann et al., 2018), inseticidas (Menendez et al., 1999; 

Malfatti et al., 2023) e herbicidas (Pasaribu et al., 2013; Malfatti et al., 2021) podem 

causar sobre a germinação dos esporos de diferentes espécies de FMAs. 

Na etapa simbiótica do ciclo de vida, a dependência da planta para o 

desenvolvimento do fungo introduz maior complexidade aos esquemas 

experimentais. As variáveis simbióticas frequentemente avaliadas nesse tipo de 

ensaio compreendem características do micélio extrarradicular, como o comprimento 

(Campagnac et al., 2009), densidade e taxa de anastomose do micélio (De Novais et 

al., 2019). Tratando-se de estruturas fúngicas internas na planta, a colonização 

radicular e arbuscular são bastante conhecidas e utilizadas (Buysens et al., 2015; 

Jakobsen et al., 2021). Diversos métodos visando avaliar tais endpoints podem ser 

conduzidos, como sistemas in vitro com raízes modificadas, rhizoboxes com 

compartimentos de raiz e hifas separadas, ensaios em vasos ou estudos de campo, 

todos possuindo vantagens e limitações (Hage-Ahmed et al., 2019). 

Apesar dos recentes avanços, a ecotoxicologia de FMAs enfrenta desafios 

para o estabelecimento de protocolos experimentais padronizáveis e replicáveis, 

como as diferenças marcantes existentes entre os métodos utilizados, que tornam 

difíceis as comparações entre resultados de diferentes estudos (Hage-Ahmed et al., 

2019) e as configuram como obstáculos para o estabelecimento de premissas 

robustas na área. Nesse sentido, pesquisadores têm investido na busca de 

adaptações aos métodos correntes, dispondo-se de diferentes endpoints, moléculas, 

substratos, espécies e diferentes condições experimentais (Mallmann et al., 2018; 

Hage-Ahmed et al., 2019). Na fase pré-simbiótica, a germinação de esporos tem tido 

sucesso em caracterizar respostas dose-dependentes, mas a representatividade dos 

resultados é geralmente limitada, uma vez que a maior parte dos ensaios são 

conduzidos em meios artificiais, por exemplo. Na etapa simbiótica, o desafio se torna 

ainda maior, haja vista a maior complexidade em função da obrigatoriedade do 

componente vegetal. Apesar disso, da mesma forma que para a fase pré-simbiótica, 
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o estabelecimento de esquemas experimentais padronizáveis colaboraria para dar 

suporte a comparações mais assertivas entre resultados de diferentes estudos. 

Dentre outras características fundamentais para ensaios “lower tier”, a utilização de 

solos naturais também seria fator positivo, dado que imbui maior relevância prática 

aos resultados (Niemeyer et al., 2017) e maior subsídio para extrapolações teóricas 

(Sweeney et al., 2022). 

No Brasil, as informações sobre efeitos de agrotóxicos sobre FMAs em 

Latossolos são escassas e muitas vezes inexistentes. Essa é a ordem de solos mais 

representativa do país, cobrindo cerca de 39% do território e distribuída em quase 

todas as regiões (EMBRAPA, 2023), além de abrigar uma grande variedade de 

espécies de micorrizas arbusculares (Ferreira et al., 2012; Fernandes et al., 2015; 

Moraes et al., 2019). A necessidade de informações acerca dos efeitos de pesticidas 

sobre FMAs se tornam mais críticas, uma vez que os Latossolos predominam no 

bioma Cerrado, onde se concentra 42% da agricultura brasileira e metade da área 

destinada ao cultivo da soja no país (MAPBIOMAS, 2021). A cultura é a campeã de 

área tratada com produtos químicos no país, atingindo cerca de 108,9 milhões de 

hectares tratados em 2022 (SINDIVEG, 2023). O fungicida mancozebe, por 

exemplo, registrado na década de 1940 nos EUA (USEPA, 2005) e aprovado pela 

primeira vez no Brasil em 1984 (IBAMA, 2023), foi o fungicida mais comercializado 

no Brasil em 2021, com mais de 50,3 mil toneladas (IBAMA, 2023). Apesar do vasto 

tempo de utilização e de seu uso disseminado, seus efeitos sobre FMAs em 

condições de solos brasileiros continuam desconhecidas. Nesse sentido, 

informações acerca da dinâmica do efeito de diferentes agrotóxicos sobre FMAs em 

solos naturais brasileiros aprimorariam o entendimento sobre o potencial risco que 

essas substâncias podem representar para espécies de FMAs. 

Para elucidar tais questões, o presente trabalho está dividido no formato de dois 

artigos científicos independentes. O primeiro, “Efeitos da piraclostrobina e fipronil 

sobre três espécies de fungo micorrízico arbuscular em solo subtropical”, irá explorar 

como e o quanto um fungicida e um inseticida podem impactar a fase pré-simbiótica 

das espécies fúngicas sob um solo representativo do Brasil – e se os efeitos podem 

ou não se configurar em um potencial risco para o grupo de organismos. Além disso, 

a própria aplicabilidade de um ensaio de germinação de esporos utilizando um solo 

natural é colocada em prática.  
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O segundo artigo, denominado “Efeitos do mancozebe sobre o ciclo de vida de 

fungos micorrízicos arbusculares em um Latossolo” reflete a investigação acerca dos 

efeitos do ingrediente ativo fungicida mais comercializado no Brasil sobre as fases 

pré-simbiótica e simbiótica de três espécies fúngicas, identificando potenciais riscos 

e buscando compreender as relações existentes entre diferentes variáveis das 

etapas do ciclo de vida dos FMAs. Partindo de uma interpretação abrangente, 

envolvendo características de planta e fungo, um modelo experimental para estudo 

in vivo replicável e padronizável é colocado a prova. Os resultados permitem 

inferências acerca das espécies testadas em um solo de expressivo uso agrícola no 

Brasil. Por fim, ambos os artigos trazem conclusões novas e relevantes para o 

cenário da ecotoxicologia terrestre e possibilitam a identificação de lacunas a serem 

aprofundadas no tema. 

 

2 HIPÓTESES 

 

O fungicida piraclostrobina e o inseticida fipronil afetam negativamente a 

germinação de esporos de Rhizophagus clarus, Gigaspora albida e Gigaspora 

margarita em Latossolo. 

Mancozebe causa a redução da germinação de esporos e afeta negativamente 

as variáveis simbióticas de forma diferenciada para as espécies Rhizophagus clarus, 

Gigaspora albida e Gigaspora margarita em Latossolo. 

A germinação de esporos é mais sensível ao mancozebe do que os enpoints de 

fase simbiótica (colonização radicular e comprimento total do micélio extrarradicular) 

e a magnitude da relação é dependente da espécie fúngica. 

O uso de Latossolo natural possui aplicabilidade prática em ensaios 

ecotoxicológicos in vitro e in vivo. 

 

 

3 OBJETIVOS 

 

Avaliar o efeito de concentrações de fungicidas à base do ingrediente ativo 

piraclostrobina (Comet ®) e inseticida à base de fipronil (Source ®) sobre a 

germinação de esporos de Rhizophagus clarus, Gigaspora albida e Gigaspora 
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margarita e determinar as concentrações de inibição de 50% (CI50), através de 

ensaio ecotoxicológico in vitro em um Latossolo Vermelho. 

Avaliar o efeito de mancozebe (Manzate ®) sobre a fase pré-simbiótica e 

simbiótica de R. clarus, G. albida e G. margarita em um Latossolo Vermelho. 

Determinar as concentrações de inibição (CI50) para todas as variáveis testadas e 

avaliar a adequabilidade do uso de um solo natural em ensaios ecotoxicológicos in 

vivo com FMAs. Identificar as relações da sensibilidade aos agrotóxicos entre os 

diferentes endpoints testados (germinação de esporos, comprimento total do micélio 

extraradicular e colonização radicular). 
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4 EFEITOS DA PIRACLOSTROBINA E FIPRONIL SOBRE TRÊS ESPÉCIES DE 

FUNGO MICORRÍZICO ARBUSCULAR EM SOLO SUBTROPICAL 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

 

Os fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) são um grupo-chave de 

organismos do solo e assim como outros organismos não-alvo, estão expostos aos 

agrotóxicos usados no controle de pragas e doenças na agricultura. Pressões 

crescentes sobre os ambientes produtivos e a necessidade de desenvolvimento de 

estruturas regulatórias para agrotóxicos baseadas na ciência tem motivado 

pesquisadores a aprofundarem conhecimentos acerca das particularidades 

envolvidas na caracterização do risco dessas substâncias sobre os FMAs (Mallmann 

et al., 2018; Karpouzas et al., 2021; Sweeney et al., 2022). 

Os FMAs são organismos cosmopolitas, simbiontes obrigatórios, com cerca 

de 340 espécies descritas (Schüβler et al., 2001; AMF PHYLOGENY, 2023). Dentre 

outras funções, eles regulam ciclos de nutrientes e influenciam a estruturação do 

solo e a multifuncionalidade dos ecossistemas (Van der Heijden et al., 2015). Sua 

contribuição na estocagem do carbono (Treseder; Allen, 2000; Jansa; Treseder, 

2016) e melhoria na nutrição do fósforo para as plantas é bem conhecida, enquanto 

crescentes evidências vem apontando seu papel na nutrição do nitrogênio (Hodge et 

al., 2010; Bücking; Kafle, 2015). As micorrizas também favorecem a agregação do 

solo, especialmente através do micélio extrarradicular (Rillig; Mummey, 2006; 

Leifheit et al., 2014). Além disso, a diversidade de FMAs modela as comunidades de 

plantas, impactando a produtividade dos ecossistemas (Van der Heijden et al., 

1998).  

É sabido que para a produção agrícola, a importância potencial dos FMAs é 

maior em sistemas pouco intensivos e decresce ao passo que aumenta a 

intensidade do manejo e uso de insumos (Moreira; Siqueira, 2006). Apesar disso, 

em alguns casos, benefícios nutricionais ainda podem ser notados pela inoculação 

de FMAs mesmo em condições de aplicações de doses elevadas de fertilizantes, 

com aumento do rendimento de planta e eficiência da absorção de nutrientes (Cely 

et al., 2016). Em solos brasileiros altamente intemperizados, como os do bioma 

Cerrado, a intensificação da produção agrícola pode acarretar problemas como a 

perda de matéria orgânica, perda de nutrientes e erosão. Nesse sentido, o uso de 
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microrganismos benéficos, como os FMAs, é alternativa viável para otimizar a 

nutrição das plantas (Baum et al., 2015). 

Espalhados por praticamente todas as regiões do globo, diversas espécies 

estão presentes em ambientes agrícolas (Hijri et al., 2006; De Pontes et al., 2017), 

onde há intenso uso de agrotóxicos para o controle de pragas e doenças. Entre as 

estruturas fúngicas que compõe o potencial de infectividade do solo, os esporos são 

fundamentais para sobrevivência e dispersão dos organismos nos ambientes (Koske 

& Gemma, 1990). Além disso, o estabelecimento da simbiose está muitas vezes 

relacionado com o sucesso da germinação e crescimento do tubo germinativo a 

partir dos esporos (Klironomos & Hart, 2002). Vários estudos demonstraram que a 

germinação dos esporos de diferentes espécies de FMAs podem ser prejudicadas 

pelo efeito de fungicidas (Chiocchio et al., 2000; Zocco et al., 2008; Mallmann et al., 

2018), inseticidas (Menendez et al., 1999; Malfatti et al., 2023) e herbicidas (Malty et 

al., 2006; Pasaribu et al., 2013; Malfatti et al., 2021), o que pode, de maneira geral, 

levar a redução ou perda das funções ecossistêmicas prestadas.  

Face a este cenário, os FMAs foram sugeridos como um grupo a ser incluso 

em esquemas de avaliação de risco ecológico (ARE) de pesticidas na União 

Europeia (Ockleford et al, 2017). A fim de elaborar uma base científica substancial 

que dê suporte à inclusão de FMAs em AREs, pesquisadores tem investido esforços 

na busca de adaptações metodológicas, com a utilização de diferentes endpoints, 

moléculas, substratos, espécies e outras condições experimentais (Mallmann et al., 

2018; Hage-Ahmed et al., 2018). Esforços semelhantes têm sido realizados para 

outros grupos de organismos do solo, como isópodas e enquitreídeos, ainda não 

inclusos em AREs (Rombke et al., 2017; Carniel et a., 2019). No Brasil, para o 

registro de novos agrotóxicos, são exigidos ensaios ecotoxicológicos como parte da 

caracterização do risco ambiental da substância. No entanto, apenas dados de 

ensaios com minhocas e “microrganismos envolvidos na ciclagem de nutrientes” são 

requisitados (IBAMA, 1996).  

A germinação de esporos é um importante endpoint para avaliar o efeito de 

substâncias sobre a fase pré-simbiótica e as avaliações ecotoxicológicas tem tido 

sucesso em caracterizar respostas do tipo dose-resposta (Malfatti et al., 2021). 

Entretanto, alguns aspectos ainda carecem de validações científicas, como o uso de 

solos naturais, que impõem maior realismo e relevância prática nos resultados e 

podem servir como um refinamento de dados coletados em ensaios com solos 
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artificiais ou meios de cultura, além de fornecer maior subsídio para extrapolações 

teóricas (Sweeney et al., 2022) 

O conhecimento de solos brasileiros para uso em ensaios ecotoxicológicos é 

limitado (Niva et al., 2016), sendo a avaliação da adequabilidade dos solos naturais 

de grande relevância para a consolidação das metodologias emergentes. No Brasil, 

os Latossolos – solos altamente intemperizados - cobrem cerca de 39% da área do 

país e estão distribuídos em quase todas as regiões (EMBRAPA, 2023), abrigando 

uma grande variedade de espécies de fungos micorrizicos arbusculares ao longo de 

diferentes gradientes de manejo (Ferreira et al., 2012; Fernandes et al., 2015; 

Moraes et al., 2019). Ainda, os Latossolos são a classe predominante de solos no 

bioma Cerrado, onde se concentra 42% da agricultura brasileira (MAPBIOMAS, 

2021). Informações acerca da dinâmica do efeito de diferentes agrotóxicos sobre 

FMAs em Latossolos brasileiros são relevantes no entendimento da exposição e do 

risco desses organismos em ambientes agrícolas brasileiros.  

Outros pontos limitantes para o avanço do uso de ensaios pré-simbióticos 

com FMAs em AREs são o entendimento do impacto das variações intraespecíficas 

sobre a resposta dos organismos aos agrotóxicos e a ausência de referências para 

avaliar a magnitude dos riscos, como os “assessment factors”, utilizados na 

ecotoxicologia de invertebrados do solo (Sweeney et al., 2022). A comparação da 

taxa de toxicidade-exposição (TER) da substância testada com os “assessment 

factors”, pode servir como um valor de limiar nas tomadas de decisão (Ockleford et 

al., 2017). Na ecotoxicologia de invertebrados, Christl et al (2015), sugeriu o valor de 

5 como limiar, através de estudos da relação entre ensaios de laboratório e campo 

para minhocas. No entanto, esse valor não é apropriado para proteger todas as 

espécies (Carniel, 2019) e calibrações são necessárias para diferentes grupos de 

organismos. Essa calibração pode ser mais desafiadora no caso de FMAs, onde 

endpoints de fase pré-simbiótica, como a germinação de esporos, carecem de 

métodos para avaliação em condições de campo (Sweeney et al., 2022). 

Dentre os diversos agrotóxicos utilizados na agricultura brasileira, o fungicida 

piraclostrobina (grupo químico estrobilurina) e o inseticida fipronil (grupo químico 

fenil-pirazol) possuem efeitos pouco conhecidos sobre a fase pré-simbiótica de 

FMAs em solos naturais. A piraclostrobina atua de forma sistêmica na planta, 

afetando a transferência de elétrons da respiração mitocondrial das células fúngicas, 

possuindo ação protetiva pela inibição da germinação de esporos fúngicos. O 
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fungicida é indicado para diversas culturas, como soja, milho e trigo (Lewis et al, 

2016; BASF, 2023).  

O inseticida fipronil faz parte do grupo químico fenil-pirazol, possui espectro 

de atuação sobre diversos insetos, atuando sobre o sistema nervoso central 

(Bonmatin et al., 2015; Lewis et al, 2016). Sua ação sistêmica na planta e a 

flexibilidade dos modos de aplicação foram fatores-chave para o sucesso dessa 

molécula (Simon-Delso et al., 2015). 

  Campos et al (2017) demonstraram que a aplicação em cobertura de 75 g ha-1 

de Comet ® (25% piraclostrobina) reduziu a colonização micorrízica de plantas de 

feijão pela comunidade fúngica nativa para 49,3%, em comparação aos 63,8% do 

controle. Apesar disso, o fungicida não interferiu na produção de esporos da 

comunidade. Apesar da escassez de estudos com os ativos citados, outros estudos 

demonstraram efeitos negativos da azoxistrobina – do grupo químico estrobilurinas – 

sobre a anastomose do micélio extraradicular (Rodriguez-Morelos et al., 2023), 

produção de esporos (Buysens et al., 2015; Rodriguez-Morelos et al., 2023), 

crescimento do micélio extrarradicular, germinação de esporos (Buysens et al., 

2015) e colonização radicular de Solanum tuberosum (Rodriguez-Morelos et al., 

2022). Em oposição, Schalamuk et al (2014) não encontrou efeitos da aplicação de 

trifloxistrobina + tebuconazole sobre as variáveis fúngicas analisadas em condições 

de campo. Não foram encontrados estudos atestando efeito de fipronil sobre FMAs 

até o presente momento. Apesar disso, Malfatti et al (2023) demonstraram que 

imidacloprid e thiametoxam – dois neonicotinoides – causaram redução da 

germinação de R. clarus e G. albida em solo artificial. Apesar de pertencer a grupos 

químicos distintos, fipronil é comumente tratado em conjunto com neonicotinoides 

em função de suas similaridades, como atuação no sistema nervoso central dos 

insetos e ação sistêmica na planta (Simon-Delso et al., 2015). 

Em face ao exposto, o objetivo – através desse trabalho - foi avaliar o efeito de 

concentrações do fungicida Comet ®, à base do ingrediente ativo piraclostrobina, e 

inseticida Source ®, à base de fipronil, sobre a germinação de esporos de 

Rhizophagus clarus, Gigaspora albida e Gigaspora margarita, através de ensaio 

ecotoxicológico in vitro em um Latossolo. A hipótese é de que as substâncias afetam 

negativamente a germinação de esporos de Rhizophagus clarus, Gigaspora albida e 

Gigaspora margarita. Ainda, que o uso de Latossolo natural possui aplicabilidade 

prática em ensaios ecotoxicológicos in vitro. 
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4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.2.1 Organismos, solo e substâncias teste 

 

 Culturas puras de R. clarus (RJN120A), G. albida (SCT200A) e G. margarita 

(SCT077A) foram obtidas através da Coleção Internacional de Cultura de 

Glomeromycota – CICG (CICG, 2023). Para obter maior número de inóculo, as 

culturas foram multiplicadas através da técnica dos vasos-armadilha (Stutz & Morton, 

1996) adaptada. Vasos de 1,5 litros foram preenchidos com mistura homogênea de 

solo:areia:vermiculita expandida (1:1:1), previamente esterilizados em 3 ciclos de 

autoclavagem (60 minutos, 1 atm, 120°C), e semeados com sementes de Brachiaria 

brizhantha, externamente desinfectadas em imersão em solução de HCl 10%, por 5 

minutos. Após cerca de 120 dias, as culturas foram avaliadas quanto a presença, 

quantidade de esporos e contaminações. Ausente de contaminação externa, o 

inóculo foi recolhido, permanecendo armazenado em 4 ºC até o uso. Para o inóculo 

de R. clarus, o período máximo entre a recolha do inóculo e o uso experimental foi 

de até 2 anos. Para G. albida e G. margarita, o período não foi superior a 1 mês. 

 Para condução dos ensaios, um Latossolo vermelho foi coletado em região de 

mata nativa, com ausência de histórico de qualquer forma de contaminação, na 

região de Chapecó, Santa Catarina, Brasil. As amostras foram coletadas na 

profundidade de 0 a 0,20 m, secas em temperatura ambiente, peneiradas (2 mm) e 

armazenadas. As características físico-químicas do solo estão dispostas na Tabela 

1. A concentração de argila foi determinada através de densiometria. O pH em água 

através de potenciometria. Conteúdo de P foi determinação pelo método Mehlich-1 e 

posterior colorimetria, enquanto o teor de K foi determinado através de Mehlich-1 

seguido de avaliação em fotômetro de chamas. A matéria orgânica foi determinada 

por espectroscopia. Al, Ca, e Mg foram determinados em KCl seguido de 

espectrofotometria de absorção atômica.  

 

Tabela 1 - Características químicas e físicas do Latossolo vermelho.  

Propriedades Latossolo  

Matéria Orgânica (mg dm-3) 3,8  

pH (água) 4,4  

CTC pH 7 (cmolc dm-3) 7,99  
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Al (cmolc dm-3) 58,31  

H + Al (cmolc dm-3) 5,49  

Ca (cmolc dm-3) 16,27  

Mg (cmolc dm-3) 12,75  

P (mg dm-3) 2,4  

K (mg dm-3) 72  

Argila (%)  40  

Capacidade de retenção de água (%) 76,9  

 

 Inicialmente, um ensaio de germinação com ácido bórico foi realizado para 

validar a condição do inóculo de cada espécie fúngica testada (Mallmann et al., 

2018). As concentrações utilizadas foram de 0; 75; 300; 450; 600; 900; 1200 mg kg-1 

para R. clarus e G. albida e 0; 300; 600; 1200; 2400 mg kg-1 para G. margarita. 

Foram utilizadas concentrações superiores para G. margarita após ensaios 

preliminares apontarem menor sensibilidade da espécie. O substrato utilizado foi o 

solo artificial tropical – SAT (5% fibra de coco, 20% caulinita, 75% areia fina) (Garcia, 

2004), sendo as demais características experimentais semelhantes aos ensaios com 

agrotóxicos, descritos a seguir.  

Os produtos comerciais testados foram Comet ® e Source ®, ambos sob 

licença da BASF S.A. Comet ®, cujo ingrediente ativo (i.a.) é a piraclostrobina (CAS: 

methyl(2-(((1-(4-chlorophenyl)-1H-pyrazol-3-l)oxy)methyl)phenyl)methoxycarbamate), 

é um fungicida sistêmico que atua no transporte de elétrons e formação de ATP nas 

mitocôndrias das células fúngicas. O produto é recomendado para o tratamento de 

doenças em diversas culturas de importância agrícola no Brasil, como soja, milho e 

algodão. A dose recomendada pode variar de 0,3 a 0,8 litros/ha (produto comercial) 

e o número máximo de aplicações de 1 a 5 para culturas agrícolas.  

Source ®, i.a. fipronil (5-amino-1-(2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl)-4-

((trifluoromethyl)sulfinyl)-1H-pyrazole-3-carbonitrile), é um inseticida de ação por 

contato e ingestão do grupo fenil-pirazol, recomendado para tratamento de 

sementes das principais culturas anuais. A dose recomendada pode chegar a 300 ml 

do produto comercial por 100 kg de sementes. 

As concentrações de cada i.a. utilizadas nos ensaios foram baseadas em 

ensaios de germinação de Mallmann et al. (2018) e Malffati et al. (2023) (Tabela 2). 

Foram preparadas soluções estoque de cada i.a. e a contaminação do solo realizada 

com a quantidade correspondente concentração nominal desejada. A umidade do 

solo foi ajustada para 40% da capacidade de retenção de água.  
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Tabela 2 - Concentrações testadas dos ingredientes ativos para cada espécie 

fúngica. 

Agrotóxico/Espécie FMA Concentrações nominais testadas (mg kg-1) 

Piraclostrobina (Comet ®)  

R. clarus 0; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100 

G. albida 0; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100 

G. margarita 0; 5; 10; 25; 50; 100; 200 
Fipronil (Source ®)  

R. clarus 0; 25; 50; 100; 250; 500; 750 

G. albida 0; 25; 50; 100; 250; 500; 750 

G. margarita 0; 50; 100; 250; 750; 1000 

 

4.2.2 Procedimentos experimentais 

 

 Os testes de germinação de esporos foram conduzidos conforme protocolo 

ISO 10832:2009 (ISO, 2009), com adaptações de Mallmann et al. (2018). Esporos 

foram extraídos dos inóculos através da peneiragem úmida (Gerdemann e Nicolson 

1963), seguida de centrifugação em gradiente de sacarose (20 e 60%). Para cada 

unidade experimental (u.e.), foram selecionados 30 esporos íntegros e posicionados 

aleatoriamente em uma membrana de nitrocelulose (47 mm diâmetro, 0,45 µm 

poros, 3 mm grids). Sobre a membrana contendo os esporos, outra membrana 

umedecida foi posicionada, formando o chamado “sanduíche de esporos”, o qual foi 

colocado entre duas camadas de 40 g de Latossolo, em uma placa de Petri. Após, 

cada placa de Petri foi envolta em filme plástico para evitar a perda de umidade e 

transferida para incubadora tipo B.O.D a 28 °C ± 2, sem luz, onde permaneceram 

pelo período de 14 dias. Cada placa de Petri contendo um conjunto de 30 esporos 

foi considerada uma u.e. Para cada concentração de i.a. testado, foram elaboradas 

6 repetições (n=6), totalizando 42 u.e. para cada substância (agrotóxicos e ácido 

bórico) e fungo. As unidades experimentais foram distribuídas aleatoriamente na 

incubadora, em delineamento inteiramente casualizado. Após 14 dias, os 

“sanduíches” foram cuidadosamente removidos da placa e umedecidos com uma 

solução de ácido acético e tinta de caneta (5%) a fim de colorir as hifas para melhor 

visualização das estruturas. Posteriormente, as membranas foram avaliadas sob 

microscópio estereoscópio (50x). O número de esporos recuperados – que restaram 

na membrana – e o número de esporos germinados foram contados. Considerou-se 

germinado o esporo cujo comprimento do tubo germinativo foi no mínimo cinco 
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vezes superior ao diâmetro do esporo. A % de germinação foi determinada pela 

fórmula Ger (%) = [(x*100/n]; onde x é o número de esporos germinados; n é o 

número de esporos recuperados. Os resultados foram considerados válidos quando 

a média do número de esporos recuperados n > 25 e a média de germinação nos 

tratamentos controle (sem agrotóxicos) foi x > 75%. 

Para se determinar um cenário de exposição dos organismos às sustâncias, e 

posterior comparação da toxicidade versus exposição, foram definidas as 

concentrações ambientais previstas (PEC) de ambos os agrotóxicos no solo, de 

acordo com FOCUS (2017). As variáveis consideradas foram a densidade do solo 

seco (1,5 g cm-3), profundidade (5 cm) e taxa de interceptação do dossel (zero), 

simulando o pior cenário possível. Utilizando esses parâmetros, a quantidade de i.a. 

(mg kg-1) estimada presente no solo após a aplicação em um único cultivo pode ser 

calculada pela fórmula PEC = A/750; onde A é a taxa de aplicação do i.a. (g ha-1). A 

taxa de toxicidade-exposição (TER) foi determinada através da relação entre a 

concentração de inibição para 50% da população (CI50) e a PEC.  

 

4.2.3 Análise estatística 

 

Para cada espécie (R. clarus, G. albida e G. margarita) e substância testada 

(ácido bórico, piraclostrobina e fipronil) os dados de germinação de esporos foram 

submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Testes de 

Bartlett). Quando as premissas não foram atendidas, os dados foram transformados 

usando asen(√x/100). Normais e homogêneos, os dados foram submetidos a análise 

de variância ANOVA (One-way), seguido de teste Dunnett (p < 0,05) para avaliar a 

existência de diferenças significativas entre cada concentração testada e o controle. 

Com base nos dados de % de germinação, foram determinados os valores de 

concentração de inibição para 50% da população (CI50) e os intervalos de confiança 

de 95%, utilizando modelos de regressão não-linear de acordo com o Environment 

Canada (EC, 2005), ajustando para o modelo que melhor representou os dados, 

através do algoritmo Levenberg-Marquardt. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas através do software Statistica 10.0 (StatSoft, 2011). 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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Em todos os ensaios conduzidos o número médio de esporos recuperados 

por u.e. foi superior a 25 (dados não apresentados). Nos ensaios com a substância 

referência, apenas G. margarita não apresentou germinação superior a 75% no 

tratamento controle, considerado o critério de validação do protocolo ISO 

10832:2009 (ISO, 2009). O ácido bórico causou a inibição da germinação de 

esporos de todas as espécies testadas (Figura 1). R. clarus teve a germinação 

inibida a partir da primeira concentração testada. A germinação no tratamento 

controle atingiu 76% (±3,2) e a CI50 estimada foi 914 mg kg-1 (IC95%: 561 - 1266). 

Para G. albida, a germinação no controle atingiu média de 85% (±9,2) e a CI50 969 

mg kg-1 (IC95%: 724 - 1213). Em G. margarita, a germinação média do controle foi de 

66% (±4,2) e a CI50 estimada foi superior a última concentração testada (CI50>2400 

mg kg-1). Apesar de G. margarita não ter atingido o percentual de geminação 

sugerido no protocolo ISO 10832:2009 para Funnelliformis mosseae, é conhecido 

que a germinação pode variar com a alteração do substrato e essa resposta parece 

ser espécie-específica, o que sugere que as condições experimentais dos testes 

devam ser ajustadas da melhor forma em cada situação (Mallmann et al., 2018). 

Nesse sentido, optou-se por manter G. margarita na rodada de ensaios em solo 

natural. 

Com relação as concentrações de inibição, os resultados diferem de 

Mallmann et al. (2018) para G. albida. Os autores definiram CI50 de 359,84 mg kg-1, 

valor mais de 2,5 vezes inferior ao encontrado em nosso estudo. Para R. clarus, os 

mesmos autores estimaram uma CI50 de 684,27 mg kg−1 (IC95%: 642,28–726,26), o 

que coincide com a encontrada nesse estudo, considerando a variação dos 

intervalos de confiança. O fato sugere que a utilização de R. clarus possa ser mais 

adequada para ensaios ecotoxicológicos no quesito da padronização dos ensaios. 

Apesar de que a maior parte das condições experimentais utilizadas foram as 

mesmas, o tempo de estocagem do inóculo e a dormência dos esporos podem ter 

influenciado na diferença observada, uma vez que os esporos de G. albida foram 

utilizados em nossos ensaios após um período “curto” de armazenagem a 4 °C. 

Juge et al (2002) demonstraram que o tempo de estocagem superior a 14 dias 

aumentou a germinação de esporos de Glomus intraradices comparado a 0, 3 ou 7 

dias de estocagem, o que foi atribuído a alterações fisiológicas no esporo que 

ocasionaram a quebra da dormência. Diversos outros estudos relacionaram o tempo 

de estocagem com a germinação de esporos, com respostas variáveis e espécie-
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dependentes (Louis & Lim, 1988; Gazey et al., 1993; Giovannetti et al., 2001). 

Apesar de resultados preliminares apontarem que a germinação de G. albida em 

SAT foi estável ao longo de 5 anos de estocagem (Mallmann, 2023), a menor taxa 

de germinação dessa espécie no tratamento controle em comparação aos 96% de 

germinação relatados por Mallmann et al. (2018), pode indicar um possível efeito de 

dormência sobre a germinação da espécie. Ainda, não é possível descartar os 

efeitos da variabilidade genética, dado que é passível de ocorrência até mesmo em 

indivíduos dentro de um mesmo isolado fúngico (Ehinger et al., 2012; Sbrana et al., 

2018). Ambas as questões levantam a necessidade de maior elucidação visto a 

influência negativa que podem causar sobre o imperativo de padronização dos 

ensaios ecotoxicológicos.  

 

Figura 1 - Percentagem de germinação de esporos de (A) Rhizophagus clarus, (B) 

Gigaspora albida e (C) Gigaspora margarita em SAT contaminado com 

concentrações crescentes de ácido bórico. Asteriscos indicam diferença significativa 

para o controle pelo teste de Dunnet (p<0,05). Barras indicam o desvio padrão da 

média. 

 

 

A germinação de todas as espécies foi superior a 75% no tratamento controle 

dos ensaios em Latossolo com piraclostrobina e fipronil (Figura 2). Especificamente, 

apenas G. albida não ultrapassou 80% de germinação no tratamento controle nos 

ensaios com piraclostrobina (76% [±9,7]), enquanto R. clarus e G. margarita 

atingiram 80% (±6,7) e 81% (±7,7), respectivamente. Nos ensaios com fipronil, sob 

mesmas condições experimentais, as respostam de germinação no solo controle 

foram de 88% (±3,5), 84% (±10,2) e 81% (±5,7) para G. albida, R. clarus e G. 

margarita, respectivamente. Apesar de não atingir a germinação necessária em 
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SAT, G. margarita obteve sucesso em solo natural, enfatizando que o 

comportamento da germinação de uma mesma espécie varia conforme o substrato 

utilizado (Maia et al., 2001), o que deve ser levado em consideração na montagem 

de esquemas experimentais.  

A piraclostrobina reduziu significativamente a germinação de todos os fungos 

testados (Figura 2), sendo G. albida a mais sensível entre as espécies, com a menor 

concentração de efeito observada (CEO) de 50 mg kg-1 e CI50 de 61,23 mg kg-1 

(IC95%: 28,84 – 93,62). Para G. margarita, a germinação foi inibida significativamente 

a partir da concentração 5 mg kg-1, no entanto, a CI50 foi estimada em 109,86 mg kg-

1 (IC95%: 80,64 – 139,38). Para R. clarus, a CEO foi de 50 mg kg-1 e CI50 estimada foi 

superior a última concentração testada. Avaliando os efeitos de concentrações 

crescentes de azoxistrobina e uma formulação comercial (Amistar ®) sobre 

Rhizophagus irregularis, Buysens et al. (2015) demonstraram que ambas as 

substâncias causaram inibição da germinação de esporos em relação ao controle a 

partir de 1 mg L-1, em meio MSR. Identificou-se, ainda, efeito fungistático das 

substâncias, uma vez que os esporos não germinados foram capazes de germinar 

após transferidos para meio não contaminado. Amistar ® também reduziu a 

produção de esporos no substrato a partir de 0,1 mg L-1, em sistema de cultura in 

vitro. Assim como a azoxistrobina, a piraclostrobina atua inibindo a respiração 

mitocondrial, bloqueando a transferência de elétrons entre o citocromo b e citocromo 

c1, prejudicando a produção de ATP, causando ultimamente a morte da célula 

fúngica (Fernández-Ortuño et al., 2008). Corroborando com Buysens et al (2015), 

Rodriguez-Morelos (2021) identificaram efeitos negativos de 2 mg L-1 de 

azoxistrobina sobre a capacidade de recuperação do micélio extrarradicular de 

Gigaspora sp. e R. irregularis em ensaio in vitro, em meio MSR. A formação de 

anastomoses e produção de esporos de R. irregularis também foi reduzida em meio 

MSR contaminado com 2 mg L-1 de azoxistrobina – influenciada pela própria redução 

do comprimento do micélio, enquanto 0,02 mg L-1 não causou efeito significativo 

(Rodriguez-Morelos et al., 2023).  

Outros estudos atestaram efeitos de estrobilurinas sobre FMAs. Campos et al. 

(2015), avaliando o efeito de diferentes fungicidas sobre a colonização radicular e 

produção de esporos de comunidade nativa de FMAs, demonstraram que duas 

aplicações de doses correspondentes a 120 g ha-1 de Amistar® (azoxistrobina), 75 g 

ha-1 de Comet® (piraclostrobina) e 225 g ha-1 de Flint 550 WG® (trifloxistrobina), 
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independentemente, não causaram efeitos negativos sobre a produção de esporos 

contados no substrato aos 67 dias após a semeadura de feijão, em ensaio em casa 

de vegetação. A colonização micorrízica, no entanto, foi significativamente reduzida 

pelas aplicações de piraclostrobina, ressaltando a variabilidade da resposta entre 

diferentes endpoints. De forma similar, Vuyyuru et al. (2018) demonstraram que a 

aplicação de 0,296 kg i.a. ha-1 de azoxistrobina (Quadris ®) em sulco na cana de 

açúcar cultivada em solo natural não afetou a produção de esporos da comunidade 

nativa, mas reduziu a colonização radicular e a abundância de biomarcadores de 

PFLA de FMAs em relação ao tratamento controle. Em ensaio em casa de 

vegetação, utilizando três diferentes Cambissolos naturais, Riedo et al (2023) 

demonstraram que a máxima dose recomendada pelo fabricante de azoxistrobina 

reduziu a abundância de marcadores genéticos de FMAs, apesar do efeito ter sido 

transiente e não evidente ao final do período experimental (56 dias).  

A ausência de estudos avaliando efeitos de estrobilurinas sobre a germinação 

de esporos em solo natural é impeditivo para compararmos nossos resultados, dado 

a divergência das características físico-químicas para meios artificiais. 

Diferentemente de Buysens et al (2015), nosso estudo indica que concentrações 

muito superiores de piraclostrobina foram necessárias para inibir a germinação dos 

esporos em solo natural em relação aos efeitos da azoxistrobina sobre R. irregularis 

em meio MSR, exceto para G. margarita, que teve germinação inibida já na 

concentração de 5 mg i.a. kg-1. Apesar de que a piraclostrobina pareça apresentar 

maior toxicidade a organismos do que a azoxistrobina (Lewis et al., 2016; Kovačević 

et al., 2021), é sabido que a biodisponibilidade das substâncias é alterada por 

características do solo, como matéria orgânica, pH e teor de argila (Van Gestel, 

2012), o que afeta diretamente a exposição dos organismos (Kamoun et al., 2018; 

Daam et al., 2019) e pode ter sido fator preponderante para as diferenças 

observadas. 

 

Figura 2 - Gráficos de dispersão do efeito de doses crescentes de piraclostrobina e 

fipronil sobre (A)(B) Rhizophagus clarus, (C)(D) Gigapsora albida e (E)(F) Gigaspora 

margarita, respectivamente, sob Latossolo. Linha vermelha representa modelo de 

regressão não-linear que melhor se ajustou aos dados, indicado em cada gráfico. As 

médias da resposta de germinação estão representadas pelos quadrados. 

Quadrados preenchidos significam diferença estatística para o controle pelo teste de 
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Dunnet (p<0,05). Quando não houve diferença estatística em nenhuma 

concentração testada, não houve ajuste de modelo. 

 

 

 

 

Reddy et al (2013) demonstraram que o tempo de meia vida da 

piraclostrobina em 4 diferentes solos variou de 9,2 a 47 dias em incubação a 25 °C, 

sendo a umidade, matéria orgânica e população microbiana fatores de influência 

sobre o comportamento do pesticida. A taxa de dissipação foi maior em um 
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Cambissolo com alto teor de C (C orgânico = 2,46%), ante ao mesmo solo natural e 

outro tratamento com remoção parcial do carbono. No Latossolo utilizado em nosso 

experimento, apesar de estéril, o alto teor de argila (40% v/v) e a matéria orgânica 

(3,8% m/v) podem ter influenciado a disponibilidade do pesticida, dado que a 

adsorção do i.a. está positivamente correlacionada com esses componentes (Reddy 

et al., 2013b). Apesar de que as informações citadas elucidem o comportamento do 

agrotóxico e sugiram que sua dinâmica possa ser muito diferente de um solo natural 

para um solo artificial ou meio de cultura, por exemplo, ressalta-se que o produto 

testado em nosso estudo possui outro composto além do i.a., o que pode alterar 

significativamente sua dinâmica no solo. 

Considerando a dose recomendada de Comet ® de 0,8 l ha-1, uma única 

aplicação e nenhuma interceptação pela parte aérea (i.e., “pior cenário”), a PEC foi 

estimada em 0,27 mg kg-1 para piraclostrobina. A relação entre a PEC e as CI50 

demonstram que a taxa de toxicidade é reduzida quando comparada ao nível da 

exposição, evidenciado pela magnitude da TER (Tabela 3). Os dados indicam que 

os efeitos negativos da piraclostrobina sejam improváveis sobre as espécies 

testadas em condições de campo em Latossolos brasileiros, respeitando-se as 

recomendações de aplicação, dado que outros fatores (interceptação, deriva, 

lixiviação, volatilização, degradação microbiana etc.) podem aliviar o estresse 

causado quando comparado a exposição direta em laboratório. Entretanto, efeitos 

negativos em concentrações reduzidas, como observado em G. margarita, levantam 

dúvidas acerca da extensão dos impactos na germinação para o posterior 

desenvolvimento da simbiose e não descartam, portanto, a necessidade de novos 

estudos no tema. A persistência moderada do agrotóxico no solo em conjunto com 

alto coeficiente partição octanol água (LogP = 3,99) e baixo potencial de lixiviação, 

de acordo com o índice GUS de potencial de lixiviação (Lewis et al., 2019), sugerem 

que ensaios com maior tempo de duração possam ser úteis no entendimento dos 

efeitos sobre a fase pré-simbiótica, assim como testes de viabilidade dos esporos, 

uma vez que a não-germinação em meio contaminado não necessariamente 

significa a morte do esporo (Sweeney et al., 2022; Buysens et al., 2015). 

O inseticida fipronil causou inibição na germinação de R. clarus e G. margarita 

(Figura 2). A menor CEO observada entre as espécies foi de 250 mg kg-1 em G. 

margarita. Apesar desse estudo ser o primeiro avaliando efeito dessa substância 

sobre FMAs, diversos estudos foram conduzidos atestando efeitos de fipronil sobre 
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outros organismos, como bactérias (Guima et al., 2023), minhocas (Alves et al., 

2013), colêmbolos (Alves et al., 2014; Zórtea et al., 2017), enquitreídeos (Zórtea et 

al., 2018; Triques et al., 2021), abelhas (Farder-Gomes et al., 2021) e organismos 

aquáticos (Pisa et al., 2015; Bownik et al., 2021). Altamente tóxico para humanos, 

pássaros e abelhas, fipronil atua de forma sistêmica nas plantas tornando-as tóxicas 

para diversos tipos de insetos, com efeito sobre o sistema nervoso central (Simon-

Delso et al., 2015). Persistente nos ambientes, a meia-vida do fipronil pode variar de 

122 a 128 dias em laboratório e de 3 a 7,3 meses em condições de campo 

(Bonmatin et al., 2015). Ainda, possui baixa mobilidade no solo e sua dissipação 

ocorre através de fotodegradação, hidrólise e volatilização (Fent, 2014). Apesar de 

fazer parte de um grupo químico distinto (fenil-pirazol) dos neonicotinoides, fipronil é 

comumente tratado em conjunto com aqueles inseticidas, visto suas semelhanças 

como alta persistência, natureza sistêmica, versatilidade na aplicação – 

especialmente tratamento de sementes, alta solubilidade em água, entre outros 

(Simon-Delso et al., 2015; Bonmatin et al., 2015).  

 

Tabela 3 - Menor concentração de efeito observada (CEO), concentração de inibição 

para 50% da população (CI50), concentração ambiental prevista (PEC), e taxa de 

toxicidade-exposição (TER) para germinação de esporos em ensaios com 

piraclostrobina e fipronil. 

Agrotóxico/Espécie 
FMA 

CEO¹ CI50¹ PEC¹ TER 

Piraclostrobina (Comet ®)    0,27  
R. clarus  50 >100  >370,4 

 G. albida  50 61,23 (IC95 28,84-93,62)  226,8 

        G. margarita  5 109,86 (IC95 80,34-139,38)  403,7 

Fipronil (Source ®)    0,033  
R. clarus  500 >750  >22500,0 

 G. albida  - -  - 
        G. margarita   250 >1000   >30000,0 

¹ Valores em mg kg-1. 

 

Malfatti et al (2023) demonstraram que dois inseticidas neonicotinoides 

causaram efeitos negativos sobre a germinação de R. clarus e G. albida em solo 

artificial tropical. Imidacloprid reduziu a germinação de ambas as espécies na 

primeira concentração testada (10 mg kg-1), assim como thiametoxan para R. clarus. 
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A CI50 estimada para o efeito de imidacloprid sobre R. clarus foi de 10 mg kg-1 (CI95% 

0-21,5) e de thiametoxan 27 mg kg-1 (CI95% 9,1-45,4). R. clarus foi mais sensível que 

G. albida para ambas as substâncias testadas. Em nosso estudo, R. clarus 

apresentou maior sensibilidade que G. albida para fipronil, corroborando com os 

resultados de Malfatti et al (2023). G. albida também apresentou a menor 

sensibilidade entre as três espécies testadas sob os efeitos da piraclostrobina, 

similar ao encontrado por Mallmann et al (2018) e Malfatti et al (2021) para os 

fungicidas clorotalonil, mancozebe, metalaxyl e herbicidas glifosato e 

diuron+paraquate em SAT. Os resultados parecem suportar que R. clarus apresenta 

maior sensibilidade a inseticidas, enquanto a germinação de esporos de G. albida é 

mais afetada por fungicidas. As razões fisiológicas ou genéticas para tal resposta, no 

entanto, demandam maior esclarecimento. 

Considerando a dose recomendada do produto comercial (Source ®) para o 

tratamento de sementes da cultura da soja de 200 mL p.c./100kg de semente e o 

uso de 50 kg sementes por hectare, a PEC estimada para fipronil é de 0,033 mg kg-

1. Para R. clarus e G. margarita, cujas CI50 estimadas ficaram acima da última 

concentração testada, a TER calculada foi de magnitude superior a 104 vezes, o que 

indica que o risco dessa substância as espécies testadas em Latossolos brasileiros 

é mínimo (Tabela 3). Mesmo caso considerássemos a concentração da menor CEO 

observada, a relação com a exposição ainda seria muito elevada em termos 

absolutos, mantendo mínima probabilidade de risco. Claramente, as evidências 

corroboram para o exposto, assim como afirmado para os efeitos da piraclostrobina 

– e especialmente pelos ensaios terem se dado em solo natural, que agrega a 

complexidade desse componente. No entanto, a ausência de fatores de 

extrapolação (“assessment factors”) para ensaios com FMAs de alguma forma 

limitam tais afirmações (Sweeney et al., 2022), bem como os possíveis contrastes 

existentes na resposta entre diferentes endpoints oriundos de etapas e/ou estruturas 

distintas do ciclo de vida dos organismos (Schreiner & Bethlenfalvay, 1997). Nesse 

sentido, estudos graduando relações entre testes de laboratório e condições de 

campo ou semi-campo seriam um importante passo na ecotoxicologia de FMAs 

(Sweeney et al., 2022), assim como o conhecimento da variabilidade da resposta 

entre diferentes endpoints fúngicos. 
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4.4 CONCLUSÃO 

 

A piraclostrobina reduz a germinação de R. clarus, G. albida e G. margarita 

em Latossolo, enquanto o inseticida fipronil inibe o desenvolvimento de R. clarus e 

G. margarita. Apesar disso, as elevadas taxas de toxicidade-exposição 

apresentadas, mesmo em um cenário de exposição extremo e considerando as 

práticas de aplicação recomendadas indicam que é improvável que a piraclostrobina 

e fipronil representem um risco às espécies testadas em situações de campo em 

Latossolos brasileiros. No caso do fipronil, a menor exposição em decorrência do 

uso em tratamento de sementes contribui para redução do risco. A espécie G. albida 

demonstra maior sensibilidade à piraclostrobina dentre as espécies testadas e, no 

entanto, não sofre inibição do inseticida fipronil, o que reenfatiza a necessidade de 

se avaliar mais de um cenário de espécie e agrotóxico. 

A utilização de solos naturais introduz um refinamento aos dados dos ensaios 

ecotixicológicos considerados como “Tier I” – que geralmente utilizam solos artificiais 

ou meios de cultura. O uso da matriz natural amplia a relevância prática e aplicação 

ecológica dos ensaios de germinação de esporos ao incorporar a complexidade 

desse componente no conjunto de fatores que influenciam a determinação das 

concentrações de efeito de agrotóxicos sobre FMAs. Diferenças no comportamento 

entre espécies indicam que a escolha da espécie teste e condições experimentais 

tenham que ser averiguadas caso-a-caso. Contudo, os ensaios de germinação de 

esporos com R. clarus, G. albida e G. margarita em solos naturais são uma 

alternativa para inclusão em avaliações de risco ecológico de agrotóxicos, 

fornecendo subsídios para caracterização do risco e incluindo um novo grupo de 

organismos-chave em esquemas de ARE. 
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5 EFEITOS DE MANCOZEBE SOBRE O CICLO DE VIDA DE FUNGOS 

MICORRÍZICOS ARBUSCULARES EM UM LATOSSOLO  

 

5.1 INTRODUÇÃO 

 

Os fungos micorrízicos arbusculares são um grupo-chave de organismos do 

solo, envolvidos em processos fundamentais nos ambientes, influenciando a 

ciclagem de nutrientes (Van der Heijden et al., 2015), com papel na estocagem do 

carbono (Treseder; Allen, 2000; Jansa; Treseder, 2016), melhoria na nutrição do 

fósforo (Hodge et al., 2010) e favorecimento da agregação do solo, especialmente 

através do micélio extrarradicular (Rillig; Mummey, 2006; Leifheit et al., 2014). Além 

de potencial ferramenta na restauração de ecossistemas degradados, dado sua 

tolerância a estresses abióticos, os FMAs podem ser considerados indicadores da 

qualidade ambiental (Lenoir et al., 2016). Reconhecendo a importância desse grupo 

de organismos na manutenção dos ecossistemas, inclusive agrícolas, o comitê 

científico da autoridade de segurança alimentar da União Europeia (EFSA) sugeriu o 

uso de FMAs em esquemas de avaliação de risco ecológico (ARE) de pesticidas no 

bloco (Ockleford et al, 2017). No Brasil, um dos maiores produtores mundiais de 

alimentos e consumidor de agrotóxicos, apenas ensaios ecotoxicológicos com 

minhocas e “microrganismos envolvidos na ciclagem de nutrientes” são exigidos 

para o registro de novas substâncias (IBAMA, 1996). 

Considerando a fase pré-simbiótica do ciclo de vida dos FMAs, diversos 

estudos demonstraram que a germinação de esporos pode ser prejudicada pelo 

efeito de fungicidas (Chiocchio et al., 2000; Zocco et al., 2008; Mallmann et al., 

2018), inseticidas (Menendez et al., 1999; Malfatti et al., 2023) e herbicidas (Malty et 

al., 2006; Pasaribu et al., 2013; Malfatti et al., 2021). Não diferente, variáveis da 

etapa simbiótica também podem sofrer efeitos negativos da aplicação de 

agrotóxicos. De Novais et al. (2019) demonstraram que os fungicidas benomil e 

fenhexamid inibiram o crescimento micelial de F. mosseae, afetando a viabilidade e 

induzindo a ramificação anormal em concentrações inferiores ao recomendado para 

uso comercial, em ensaio em meio de quartzo estéril. Semelhante, 1 mg L-1 de 

flutolanil reduziu a colonização radicular de Solanum tuberosum por Rhizophagus 

irregularis (Buysens et al., 2015). Ainda, a azoxistrobina inibiu o desenvolvimento do 
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micélio extrarradicular e a produção de esporos de R. irregularis em meio MSR com 

cultura de raízes (Buysens et al., 2015). 

Apesar dos avanços e crescente interesse pelo tema, a ecotoxicologia de 

FMAs ainda enfrenta diversos desafios para o estabelecimento de protocolos 

experimentais padronizáveis e replicáveis. Nesse sentido, pesquisadores têm 

investido na busca de adaptações metodológicas, com a utilização de diferentes 

endpoints, moléculas, substratos, espécies e diferentes condições experimentais 

(Mallmann et al., 2018; Hage-Ahmed et al., 2019). A germinação de esporos tem 

sido utilizada como endpoint para avaliar o efeito de substâncias sobre a fase pré-

simbiótica dos FMAs, com sucesso em caracterizar respostas dose-dependentes 

(ver Malfatti et al., 2021). A despeito da importância fundamental da utilização de 

meios artificiais, que são facilmente padronizáveis e geralmente simulam o pior 

cenário de exposição possível, a relevância ecológica dos resultados encontrados é 

geralmente limitada. Dessa maneira, a utilização de uma matriz natural pode gerar 

maior embasamento para extrapolações sobre o quanto os efeitos na fase pré-

simbiótica podem ser significativos na fase simbiótica, em cenário de maior realismo, 

funcionando como um refinamento para os ensaios de Tier I nos casos em que a 

relevância ecológica seja ponto de interesse. Isso é ainda mais crítico visto que não 

existem técnicas de amplo conhecimento para avaliação da germinação de esporos 

em condições de campo ou semi-campo, o que pode impedir o processo de 

calibração entre as etapas lower para higher-tiers (Sweeney et al., 2022). Nesse 

sentido, compreender as relações, caso existentes, entre a germinação de esporos e 

variáveis simbióticas em solos naturais, ampliaria o entendimento do risco das 

substâncias aos organismos, dando suporte para uma interpretação mais 

abrangente dos resultados de fase pré-simbiótica.  

Entre as variáveis simbióticas frequentemente empregadas para avaliar o efeito 

de agrotóxicos sobre FMAs estão aquelas referentes a características do micélio 

extrarradicular (Campagnac et al., 2009; Zocco et al., 2010) e a colonização 

radicular (Buysens et al., 2015; Jakobsen et al., 2021). Diversos métodos visando 

avaliar tais endpoints podem ser conduzidos, variando entre sistemas in vitro com 

utilização de raízes modificadas, rhizoboxes com compartimentos de raiz e hifas 

separadas, ensaios em vasos ou estudos de campo. Todos os métodos possuem 

vantagens e limitações, mas as diferenças marcantes entre eles tornam difíceis as 

comparações entre os resultados (Hage-Ahmed et al., 2019). Apesar do potencial 
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desafio em aumentar o nível de padronização dos ensaios de fase simbiótica, uma 

vez que diversos fatores influenciam na composição de um sistema experimental 

com FMAs (ver Mallmann et al., 2018), o fato colaboraria para dar suporte a 

comparações mais assertivas entre resultados de diferentes estudos. Dentre outras 

características fundamentais para ensaios lower tier, como a possibilidade de 

padronização dos organismos-teste, facilidade de manipulação, possibilidade de 

avaliação da magnitude dos efeitos, entre outras (ver EFSA, 2017), a utilização de 

solos naturais seria fator positivo, dado que impõe maior realismo e relevância 

prática nos resultados (Niemeyer et al., 2017), além de fornecer maior subsídio para 

extrapolações teóricas (Sweeney et al., 2022). 

No Brasil, há carência ou ausência de dados referentes aos impactos causados 

por agrotóxicos sobre os FMAs em solos naturais, inclusive sobre a ordem mais 

representativa de solos do país – os Latossolos. Essa ordem engloba cerca de 39% 

da extensão territorial nacional e está disseminada por praticamente todas as 

regiões (EMBRAPA, 2023), predominando sobre o bioma Cerrado, ecossistema sob 

intensa pressão pela exploração agropecuária e que dá suporte a cerca de 40% da 

produção agrícola nacional (Cunha et al., 2008; EMBRAPA, 2023;). Assim como 

outros organismos, diversas famílias de FMAs estão presentes nos mais variados 

tipos de uso do solo em Latossolos (Ferreira et al., 2012) e, portanto, sujeitas as 

pressões antrópicas sobre esses ecossistemas. Dados relacionados a dinâmica de 

agrotóxicos sobre as FMAs nos Latossolos brasileiros seriam valiosos para a 

compreensão dos níveis de exposição e risco enfrentados por esses organismos nos 

ambientes agrícolas do país. 

Dentre diversas moléculas utilizadas na agricultura, o fungicida mancozebe 

(manganese ethylenebis(dithiocarbamate), CAS 8018-01-7) é conhecido 

mundialmente e foi o ingrediente ativo fungicida mais comercializado no Brasil em 

2021, com cerca de 50,3 milhões de toneladas (IBAMA, 2023). Integrante do grupo 

dos ditiocarbamatos, mancozebe é um fungicida de contato com ação preventiva e 

multissítio, de baixa persistência no solo, utilizado sozinho ou em conjunto com 

outros ativos contra diversas doenças fúngicas em diversos cultivos comerciais 

(Gullino et al., 2010; Lewis et al., 2016). A toxicidade do i.a. se dá pela inibição da 

atividade enzimática nos fungos pela formação de complexos com enzimas 

envolvidas na formação do ATP (Thiruchelvam, 2005). Apesar de utilizado para o 

controle de fungos fitopatogênicos, mancozebe pode possuir efeito negativo sobre 
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os FMAs, como demonstrado por Channabasava et al (2015), onde a colonização 

radicular de plantas de painço e a produção de esporos no solo foram reduzidas 

pela aplicação de mancozebe, comparado ao tratamento controle, em ensaio em 

casa de vegetação. Rejali et al (2022) também demonstraram que a aplicação de 0,5 

mg L-1 de mancozebe misturado em meio MS reduziu a colonização radicular de 

raízes modificadas de cenoura e a produção de esporos por Rhizophagus irregularis. 

Apesar disso, a colonização radicular de plantas de milho e trigo cujas sementes 

foram tratadas com 2 g L-1 de mancozebe não foi afetada em ensaio em potes. 

Efeitos negativos também foram demonstrados na fase pré-simbiótica, onde 

mancozebe causou a redução da germinação de esporos de Rhizophagus clarus e 

Gigaspora albida a partir da concentração de 10 mg kg-1, em solo artificial tropical 

(Mallmann et al., 2018). 

Apesar da ampla utilização no país, possíveis efeitos de mancozebe sobre o 

ciclo de vida de FMAs em solos brasileiros é desconhecido. Nesse sentido, nosso 

objetivo foi avaliar o efeito de mancozebe (Manzate ®) sobre a fase pré-simbiótica e 

simbiótica de Rhizophagus clarus, Gigaspora albida e Gigaspora margarita em um 

Latossolo vermelho. Buscamos determinar as concentrações de inibição (CI50) para 

todas as variáveis testadas e avaliar a adequabilidade do uso de um solo natural em 

ensaios ecotoxicológicos in vivo com FMAs. Ainda, objetivamos identificar as 

relações da sensibilidade ao agrotóxico entre os diferentes endpoints testados 

(germinação de esporos, comprimento total do micélio extraradicular e colonização 

radicular). 

As hipóteses são de que o mancozebe (Manzate ®) causa a redução da 

germinação de esporos e afeta negativamente as variáveis simbióticas de forma 

diferenciada para as espécies R. clarus, G. albida e G. margarita em Latossolo. 

Ainda, a germinação de esporos é mais sensível ao mancozebe do que os enpoints 

de fase simbiótica (colonização radicular e comprimento total do micélio 

extrarradicular) e a magnitude da relação é dependente da espécie fúngica. Por fim, 

o uso de Latossolo natural possui aplicabilidade prática em ensaios ecotoxicológicos 

in vivo. 
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5.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.2.1 Solo e organismos 

 

Culturas puras de Rhizophagus clarus (RJN120A, Glomeraceae), Gigaspora 

albida (SCT200A, Gigasporaceae) e Gigaspora margarita (SCT077A, 

Gigasporaceae) foram obtidas através da Coleção Internacional de Cultura de 

Glomeromycota – CICG (CICG, 2023) e multiplicadas para obtenção de maior 

número de inóculo através da técnica dos vasos-armadilha (Stutz & Morton, 1996) 

adaptada. Vasos de 1,5 litros foram preenchidos com mistura homogênea de 

solo:areia:vermiculita expandida (1:1:1), previamente esterilizados em 3 ciclos de 

autoclavagem (60 minutos, 1 atm, 120°C), e semeados com sementes de Brachiaria 

brizhantha, externamente desinfectadas em imersão em solução de HCl 10%, por 5 

minutos.  Após cerca de 120 dias, o inóculo foi avaliado e, na ausência de 

contaminação externa, recolhido, permanecendo armazenado em 4 ºC até o uso. 

Para o inóculo de R. clarus, o período máximo entre a recolha do inóculo e o uso 

experimental foi de até 2 anos. Para G. albida e G. margarita, o período não foi 

superior a 1 mês. 

 Para condução dos ensaios, um Latossolo vermelho foi coletado em região de 

mata nativa, com ausência de histórico de qualquer forma de contaminação, na 

região de Chapecó, Santa Catarina, Brasil. As amostras foram coletadas na 

profundidade de 0 a 0,20 m, secas em temperatura ambiente, peneiradas (2 mm) e 

armazenadas. Foi realizada a calagem do solo utilizando carbonato de cálcio 

(CaCO3) a fim de elevar o pH a níveis mais próximos ao recomendado para cultivos 

comerciais. As características físico-químicas do solo após a calagem estão 

dispostas na Tabela 4. A concentração de argila foi determinada através de 

densiometria. O pH em água através de potenciometria. Conteúdo de P foi 

determinação pelo método Mehlich-1 e posterior colorimetria, enquanto o teor de K 

foi determinado através de Mehlich-1 seguido de avaliação em fotômetro de chamas. 

A matéria orgânica foi determinada por espectroscopia. Al, Ca, e Mg foram 

determinados em KCl seguido de espectrofotometria de absorção atômica.  
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Tabela 4 - Características químicas e físicas do Latossolo vermelho submetido a 

correção de pH. 

Propriedades Latossolo  

Matéria Orgânica (mg dm-3) 4,4 
 

pH (água) 5,1 
 

CTC pH 7 (cmolc dm-3) 16,55 
 

Al (cmolc dm-3) 0,7  

H + Al (cmolc dm-3) 7,74  

Ca (cmolc dm-3) 4,7 
 

Mg (cmolc dm-3) 3,9 
 

P (mg dm-3) 4,6 
 

K (mg dm-3) 96 
 

Argila (%)  48 
 

Capacidade de retenção de água (%) 76  

 

5.2.2 Testes in vitro 

 

Inicialmente, um ensaio de germinação com ácido bórico foi realizado para 

validar a condição do inóculo de cada espécie fúngica testada (Mallmann et al., 

2018). As concentrações utilizadas foram de 0; 75; 300; 450; 600; 900; 1200 mg kg-1 

para R. clarus e G. albida e 0; 300; 600; 1200; 2400 mg kg-1 para G. margarita. O 

substrato utilizado foi o solo artificial tropical – SAT (5% fibra de coco, 20% caulinita, 

75% areia fina) (Garcia, 2003), sendo as demais características experimentais 

semelhantes aos ensaios com o ingrediente ativo, descrito a seguir. Foram 

realizados ensaios de germinação de esporos avaliando o efeito de concentrações 

crescentes de Manzate ® WG (UPL OpenAg), ingrediente ativo (i.a.) mancozebe 

(75%), sobre cada uma das três espécies fúngicas citadas. As concentrações 

testadas foram de 0; 1,5; 3; 9; 27; 54; 81 mg i.a. kg-1 solo seco, baseadas em 

ensaios de fase pré-simbiótica conduzidos por Mallmann (2020). Preparou-se uma 

solução estoque a partir do produto comercial e a contaminação do solo foi realizada 

com a quantidade correspondente a concentração nominal desejada. A umidade do 

solo foi ajustada para 40% da capacidade de retenção de água.  

 Os testes de germinação de esporos foram conduzidos conforme protocolo 

ISO 10832:2009 (ISO, 2009), com adaptações de Mallmann et al. (2018). Esporos 

foram extraídos dos inóculos através da peneiragem úmida (Gerdemann e Nicolson, 

1963), seguida de centrifugação em gradiente de sacarose (20 e 60%). Para cada 
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unidade experimental (u.e.), foram selecionados 30 esporos íntegros e posicionados 

aleatoriamente em uma membrana de nitrocelulose (47 mm diâmetro, 0,45 µm 

poros, 3 mm grids). Sobre a membrana contendo os esporos, outra membrana 

umedecida foi posicionada, formando o chamado “sanduíche de esporos”, o qual foi 

colocado entre duas camadas de 40 g de Latossolo, em uma placa de Petri. Após, 

cada placa de Petri foi envolta em filme plástico para evitar a perda de umidade e 

transferida para incubadora tipo B.O.D a 28 °C ± 2, sem luz, onde permaneceram 

pelo período de 14 dias. Cada placa de Petri contendo um conjunto de 30 esporos 

foi considerada uma u.e. Para cada concentração de i.a. testado, foram elaboradas 

6 repetições (n=6), totalizando 42 u.e. para cada espécie de FMA. As unidades 

experimentais foram distribuídas aleatoriamente na incubadora, em delineamento 

inteiramente casualizado. Após 14 dias, os “sanduíches” foram cuidadosamente 

removidos da placa e umedecidos com uma solução de ácido acético e tinta de 

caneta (5%) a fim de colorir as hifas para melhor visualização das estruturas. 

Posteriormente, as membranas foram avaliadas sob microscópio estereoscópio 

(50x). O número de esporos recuperados – que restaram na membrana – e o 

número de esporos germinados foram contados. Considerou-se germinado o esporo 

cujo comprimento do tubo germinativo foi no mínimo cinco vezes superior ao 

diâmetro do esporo. A % de germinação foi determinada pela fórmula Ger (%) = 

[(x*100/n]; onde x é o número de esporos germinados; n é o número de esporos 

recuperados. Os resultados foram considerados válidos quando a média do número 

de esporos recuperados n > 25 e a média de germinação nos tratamentos controle 

(sem agrotóxico) foi x > 75%. 

 

5.2.3 Testes in vivo 

 

Foram conduzidos ensaios para avaliar o efeito de mancozebe sobre a fase 

simbiótica dos FMAs. O esquema experimental está sintetizado na Figura 3. Vasos 

plásticos de coloração preta, cilíndricos, com capacidade de 200 ml foram 

preenchidos com uma mistura homogênea de 165 g de Latossolo e 35 g de inóculo 

fúngico para cada espécie testada (R. clarus, G. albida e G. margarita). A 

quantidade de inóculo fúngico utilizada na mistura foi previamente estabelecida 

através de testes que definiram a quantidade necessária para que plantas de alho-

poró e tomate obtivessem colonização radicular igual ou superior a 50% em 14 dias. 
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O solo foi previamente esterilizado em 3 ciclos de autoclavagem (60 minutos, 1 atm, 

120°C) e permaneceu em repouso por 14 dias até a montagem dos ensaios. O 

inóculo foi obtido através de culturas armadilhas conforme citado no item 6.2.2. 

Procedeu-se a mistura a seco do solo e inóculo e, após, a mistura homogênea foi 

contaminada com Manzate ® WG (UPL OpenAg), ingrediente ativo (i.a.) mancozebe 

(75%) nas concentrações de 0; 1,5; 3; 9; 27; 54; 81 mg i.a. kg-1 solo seco, e a 

umidade ajustada para 40% da capacidade de retenção de água. As concentrações 

utilizadas foram as mesmas dos testes in vitro. Cada concentração testada contou 

com 5 réplicas (n=5). Para avaliar possíveis efeitos do mancozebe sobre as plantas, 

foi conduzido um tratamento sem a presença de inóculo fúngico, onde 200 g de 

Latossolo foram utilizadas por u.e., contaminados nas mesmas concentrações 

citadas (n=5). Sobre cada vaso foram plantadas 4 plântulas pré-germinadas de alho-

poró (Allium porrum). As plântulas foram pré-germinadas em incubadora a 28ºC até 

atingir cerca de 1 cm de radícula. As 40 unidades experimentais foram levadas para 

casa de vegetação, com temperatura de 25 ºC ± 2 e iluminação de led, com 

fotoperíodo de 16h:8h de luz:escuro. As u.e. foram distribuídas aleatoriamente sobre 

as bancadas. Após 7 dias, procedeu-se o raleio das plantas, permanecendo 2 

plantas por vaso até o final do experimento. A umidade das u.e. foi ajustada a cada 

três dias através da determinação da evapotranspiração por pesagem. Passados 56 

dias do plantio, a parte aérea das plantas, raízes e o solo-mistura de cada u.e. foram 

coletados e armazenados a 4 ºC para avaliações. 

 

Figura 3 - Esquema visual do procedimento experimental utilizado. A numeração 

crescente indica a sequência das etapas.  
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5.2.3.1 Avaliação de variáveis fúngicas  

 

As raízes das plantas foram avaliadas quanto a colonização radicular, 

conforme por proposto por Koske e Gemma (1989) e Vierheilig et al (1998) com 

ajuste de tempo para cada etapa. Inicialmente as raízes foram imersas em solução 

de KOH 10 % por 10 min em banho-maria à temperatura de 90 °C. Após, as 

amostras foram lavadas em água corrente para remover qualquer resíduo da 

solução e dispostas em solução de HCl 2 % por 50 minutos. A solução de HCl foi 

então removida e as amostras cobertas com uma solução de glicerol acidificado 

(500 ml glicerina, 450 ml água destilada, 50 ml HCl 1%) contendo 5% de tinta de 

caneta azul, deixadas em banho-maria à 90 °C por 5 minutos para coloração. Por 

fim, as raízes foram lavadas superficialmente para a remoção do excesso de corante 

e armazenadas em água destilada a 4 ºC até avaliações. Para avaliação da 

colonização radicular, 10 fragmentos de raiz de cerca de 1 cm foram cortados 

aleatoriamente e dispostos sobre uma lâmina de microscopia (McGonile et al., 

1990). O procedimento foi realizado para cada u.e. As lâminas foram observadas em 

microscópio óptico (400x), determinando a presença ou ausência de estruturas 

fúngicas em 100 pontos de observação. Foi considerado como ponto colonizado do 

fragmento, aquele que apresentou a presença de pelo menos uma estrutura fúngica 

(hifa, vesícula, arbúsculo ou esporo). Através dos resultados foi calculado a % de 
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colonização total e arbuscular das raízes, relacionando o número total de pontos 

lidos com os números de pontos onde se observou presença da estrutura fúngica. 

A quantificação do comprimento de micélio extrarradicular total no substrato 

(CMET) foi realizada conforme descrito por Melloni (1996) e Melloni & Cardoso 

(1999). Da mistura solo-inóculo coletada de cada u.e., pesaram-se duas 

subamostras com 10 g cada, das quais uma foi usada para a extração do CMET e a 

segunda foi utilizada para determinação do seu teor de água após secagem em 

estufa (105 °C até peso constante). Resumidamente, a extração do micélio foi 

realizada conforme os procedimentos descritos a seguir. A amostra de solo foi 

disposta em um recipiente com 500 ml de água destilada e agitada manualmente por 

30 segundos. Após 1 minutos de decantação, peneirou-se a suspensão formada em 

duas peneiras sobrepostas (diâmetro de 1 e 0,25 mm) para retirar impurezas e 

detritos da amostra. O filtrado foi recolhido e a operação de agitação manual e 

filtragem foi repetida por três vezes. O total filtrado (cerca de 1500 ml) foi transferido 

para um liquidificador e agitado durante 30 segundos na velocidade mínima, a fim de 

desagregar os componentes do filtrado. Após período de decantação de 2 minutos, 

500 ml do sobrenadante foram retiradas e filtrados em uma peneira de 0,045 mm 

para retenção do micélio fúngico. O conteúdo retido nesta peneira foi filtrado em 

bomba de vácuo através de uma membrana quadriculada de nitrato de celulose 

(diâmetro 4,7 cm e porosidade de 0,45 μm). Um quadrado contendo 64 campos (8 x 

8 quadriculados) foi previamente demarcado na membrana como sendo a área para 

posterior avaliação. A membrana foi colocada sob lâmina de vidro e levada para 

observação sob microscópio óptico (100x). A determinação do CMET foi procedida 

através da contagem do número de intersecções das hifas com as linhas horizontais 

e verticais de um grid acoplado na lente ocular, para cada um dos 64 campos da 

membrana. O grid continha 10x10 quadrículos de dimensões 1 mm x 1 mm. O 

número de intersecções obtidas foi transformado em comprimento de micélio (mm 

de comprimento por grama de solo seco) através da equação de Newman (1966), 

com a determinação das incógnitas da equação seguindo o exposto por Cardoso-

Filho (1994), Melloni (1996) e Nogueira (1997). A equação final para determinação 

do CMET (mm g-1) foi determinada como sendo CMET = 9,4697*n/(10 – θ), onde n = 

número de intersecções lidas e θ = quantidade de água na amostra (g de água por g 

de solo). 
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Para se determinar um cenário de exposição dos organismos ao mancozebe 

e posterior comparação da toxicidade versus exposição, foi definida a concentração 

ambiental prevista (PEC) do agrotóxico no solo, de acordo com FOCUS (2017). As 

variáveis consideradas foram a densidade do solo seco (1,5 g cm-3), profundidade (5 

cm), e taxa de interceptação do dossel (zero), simulando o pior cenário possível. 

Utilizando esses parâmetros, a quantidade de i.a. (mg kg-1) estimada presente no 

solo após a aplicação em um único cultivo pode ser calculada pela fórmula PEC = 

A/750; onde A é a taxa de aplicação do i.a. (g ha-1). A taxa de toxicidade-exposição 

(TER) foi determinada através da relação entre a concentração de inibição para 50% 

da população (CI50) e a PEC.  

 

5.2.3.2 Avaliação de planta 

 

A parte aérea das plantas foi seca em estufa a 65 ºC até obtenção de peso 

constate. Após, foi realizada medição da massa seca da parte aérea (MSPA) em 

balança analítica. Para a obtenção das variáveis comprimento de raiz (cm) e volume 

de raiz (cm3), foram obtidas imagens digitais das raízes através de um scanner 

(Epson®, modelo LA2400), e as análises procedidas pelo software WinRHIZO 

(Regent Instruments Inc.).  

 

5.2.4 Análise estatística  

 

Os dados obtidos de todos os ensaios foram submetidos aos testes de 

normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Bartlett). Quando as premissas não 

foram atendidas, os dados da germinação de esporos foram transformados usando 

[asen(√x/100)], dados de colonização radicular utilizando [(asen (√x))/180*π]), dados 

de CMET utilizando [log(x)] e variáveis de planta usando [√x]. Normais e 

homogêneos, os dados foram submetidos a análise de variância ANOVA (One-way), 

seguido de teste Dunnett (p<0,05) para avaliar a existência de diferenças 

significativas entre cada concentração testada e o controle. Para avaliar diferenças 

na MSPA, CMET e colonização radicular entre as espécies fúngicas no tratamento 

controle foi utilizado teste Tukey (p<0,05). Com base nas variáveis % de germinação 

de esporos, CMET e MSPA foram determinados os valores de concentração de 

inibição para 50% da população (CI50) e os intervalos de confiança de 95%, 
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utilizando modelos de regressão não linear de acordo com o Environment Canada 

(EC, 2005), ajustando para o modelo que melhor representou os dados, através do 

algoritmo Levenberg-Marquardt. As análises estatísticas foram realizadas utilizando-

se o software Statistica 10.0 (StatSoft, 2011) e R (R Core Team, 2023). 

 

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.3.1 Ensaio de fase pré-simbiótica 

 

Em todos os ensaios de germinação de esporos o número médio de esporos 

recuperados por u.e. foi superior a 25 (dados não demonstrados). Nos ensaios com 

a substância referência, G. margarita não atingiu o percentual de geminação 

sugerido no protocolo ISO 10832:2009 para Funnelliformis mosseae (75%). No 

entanto, é conhecido que a germinação pode variar com a alteração do substrato e 

essa resposta parece ser espécie-específica (Mallmann et al., 2018). Nesse sentido, 

optou-se por manter G. margarita para os demais ensaios. Todos os fungos 

apresentaram comportamento típico dose-resposta sob concentrações crescentes 

de ácido bórico, atestando a viabilidade dos inóculos (Figura S 1). Nos ensaios com 

solo natural, a germinação no controle foi superior a 75% para as três espécies 

fúngicas testadas, inclusive G. margarita (Figura 4).  

O fungicida mancozebe causou a redução da germinação de esporos das três 

espécies testadas em Latossolo, sendo G. albida a mais sensível, com CI50: 18,88 

mg kg-1 (CI95% 7,46 – 30,3) (Figura 4). Mallmann et al (2018) observaram 

comportamento similar em solo artificial tropical (SAT), onde G. albida apresentou 

maior sensibilidade que R. clarus ao mancozebe, com CI50: 5,66 (4,04 – 7,29) e 

14,50 (10,93 – 18,07), respectivamente. Nota-se que o efeito de mancozebe foi 

atenuado em 3 a 5x em solo natural, possivelmente em função da maior sorção do 

agrotóxico ao componente mineral do solo natural, dado que o i.a. possui moderada 

capacidade de sorção (Kd 7.26-11.67 mL g-1, EU, 2002) e o solo elevado teor de 

argila (48%) comparado ao SAT (20%). Apesar do último possuir maior teor de 

matéria orgânica, mancozebe apresenta baixo teor de partição octanol-água (Koc 

médio 997,5 L/kg, EU, 2002).  

A germinação de Funneliformis mosseae (Glomus mosseae) foi completamente 

inibida quando exposto a 400 mg L-1 de mancozebe em meio de quartzo estéril. 
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Ainda, a aplicação de 9 mg L-1 do fungicida Ziram, do grupo dos ditiocarbamatos, 

causou redução da geminação daquela espécie e total inibição na concentração de 

36 mg L-1, demonstrando grande toxicidade (Giovannetti et al., 2006). Apesar da 

escassa literatura acerca dos efeitos de ditiocarbamatos sobre a fase pré-simbiótica 

de FMAs, o estudo de Gong et al. (2014) corrobora com os efeitos negativos desse 

grupo de agrotóxicos, onde o fungicida Thiram, do mesmo grupo químico de 

mancozebe, reduziu a germinação de esporos de Glomus etunicatum em meio MSR 

nas concentrações de 1 e 10 mg L-1, sendo que 0,1 mg L-1 não ocasionaram efeitos 

em relação ao tratamento controle. Em nosso estudo, a menor concentração testada 

de mancozebe (1,5 mg kg-1) foi capaz de inibir germinação de G. margarita e 9 mg 

kg-1 causaram redução da germinação de G. albida. Apesar de G. margarita possuir 

a menor CEO, a espécie apresentou a maior CI50 estimada entre as três espécies 

avaliadas. Considerando a concentração recomendada do produto comercial de 3 kg 

ha-1 e apenas uma aplicação, a PEC foi estimada em 3 mg i.a. kg-1 de solo seco. 

Nesse caso, a TER calculada foi de magnitude 6,3x para G. albida, 22,8x para R. 

clarus e superior a 27x para G. margarita (Tabela 5).  

 

Figura 4 - Gráficos de dispersão do efeito de doses crescentes de mancozebe sobre 

a germinação de esporos de (A) Rhizophagus clarus, (B) Gigapsora albida e (C) 

Gigaspora margarita. Linha vermelha representa modelo de regressão não-linear 

que melhor se ajustou aos dados. As médias da resposta de germinação estão 

representadas pelos quadrados. Quadrados preenchidos significam diferença 

estatística para o controle pelo teste de Dunnet (p<0,05). 
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5.3.2 Ensaio de fase simbiótica 

 

No ensaio realizado sem a presença de inóculo fúngico, apenas com 

concentrações crescentes de mancozebe, o i.a. não causou efeito sobre a MSPA e 

volume radicular das plantas de alho-poró, apesar dos dados apresentarem grande 

variabilidade (Figura 5). Esses resultados indicam que as variações apresentadas 

nos ensaios contendo inóculo fúngico sejam devidas apenas ao efeito de 

mancozebe sobre os FMAs, excluindo a hipótese de um possível efeito do i.a. sobre 

as plantas. 

 

Figura 5 - Efeito de concentrações crescentes de mancozebe sobre a massa seca 

de parte aérea (MSPA) e volume de raiz de plantas de alho-poró em tratamento sem 

presença de inóculo fúngico. Linhas no topo das colunas indicam desvio padrão da 

média. Asteriscos indicam diferença significativa do controle pelo teste de Dunnet 

(p<0,05). 
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Avaliando-se os tratamentos controle (sem presença do agrotóxico) dos testes 

com cada espécie de FMA, os ensaios revelaram uma nítida distinção entre as 

espécies no que se refere ao desenvolvimento de suas estruturas e o efeito sobre as 

plantas. G. margarita não promoveu aumento da MSPA das plantas de alho-poró no 

tratamento controle, apesar de ter causado aumento no volume radicular (Figura S 

2). A espécie que causou o maior incremento de MSPA e volume radicular das 

plantas de alho-poró foi R. clarus. Padrão similar foi observado para a colonização 

radicular no tratamento controle, com R. clarus apresentando a maior % colonização 

(Figura S 2). De forma similar, Nasir et al. (2018) demonstraram que Rhizophagus 

irregularis obteve maior colonização radicular e promoveu maior crescimento e 

massa de parte aérea de plantas de alho-poró do que Gigaspora margarita, apesar 

de não diferir de Gigaspora rosea. Em nosso estudo, todas as espécies 

apresentaram produção de micélio extrarradicular passível de diferenciação 

estatística do solo controle através do método de avaliação utilizado, apesar de G. 

margarita e G. albida apresentarem produção significativamente inferior a R. clarus 

(Figura S 2). De forma geral, membros de Glomaceae colonizam mais as raízes e 

em menor tempo, enquanto Gigasporaceae apresentam maior produção de micélio 

extraradicular (Hart and Reader, 2002) – fato último não observado em nosso 

trabalho. Isso pode estar associado a diversos fatores como o tempo de avaliação, 

adaptação as condições ambientais e compatibilidade com a planta hospedeira 

(Smith & Read, 2003; Oehl et a., 2010). Apesar de ir além do escopo de nossa 

pesquisa, ressalta-se que o conhecimento acerca das características biológicas das 

espécies utilizadas contribui na interpretação dos resultados ecotoxicológicos e é 

ferramenta importante a ser levada em consideração nos esquemas experimentais.  

Nosso estudo demonstrou que a colonização radicular de nenhuma espécie 

fúngica testada foi inibida pelas concentrações crescentes de mancozebe (Figura 6). 

Os efeitos da molécula sobre FMAs são variados na literatura. Jakobsen et al. 

(2021), por exemplo, demonstraram que a colonização radicular de Pisum sativum L. 

por Claroideoglomus claroideum e Funneliformis caledonium foi significativamente 

superior ao controle nos tratamentos com aplicação de 3,33 e 16,66 mg kg-1 de 

mancozebe, em mistura de solo e areia quartzosa. Entretanto, a colonização por C. 

claroideum, F. caledonium e F. mosseae foi drasticamente inibida na concentração 

de 83,3 mg kg-1 do i.a, para 1,21%, 4,35% e 18,76%, respectivamente. Em doses 

recomendadas para utilização em cultivos comerciais, Chanabassava et al (2015) 
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demonstraram que mancozebe reduziu a colonização radicular e o número médio de 

esporos no solo sob casa de vegetação, em solo natural arenoso. O tempo de 

avaliação, no entanto, pode ser um fator determinante, dado que mancozebe possui 

reduzido tempo de meia-vida (Lewis et al., 2016). Em um solo franco-argiloso, o 

tempo de meia-vida de mancozebe foi de 2,9 dias e o metabólito etilenoureia de 4,8 

dias (Calumpang et al., 1993). Ainda, a aplicação de mancozebe via sulco associado 

com tratamento de sementes de amendoim em doses recomendadas reduziu a 

colonização radicular até 30 dias, mas não apresentou efeitos aos 45 e 70 dias 

(Sugavanam et al., 1994). Além disso, a textura do solo pode ser outro fator de 

influência, uma vez que um menor teor de argila pode significar menor adsorção do 

agrotóxico na fase sólida do solo e, por conseguinte, maior disponibilidade do i.a. 

(Carniel et al., 2019).  

Das três espécies testadas, R. clarus foi a única afetada pelas concentrações 

crescentes de mancozebe (Figura 6). Para a variável CMET, efeito negativo 

significativo foi observado na concentração de 27 mg kg-1 e a concentração de 

inibição ficou estimada em CI50>81 mg kg-1. A MSPA foi reduzida nas mesmas 

concentrações em que houve redução do CMET, enquanto o volume de raízes foi 

inibido apenas na última concentração testada (Figura S 3). Foi possível realizar o 

ajuste do modelo de regressão não-linear para essas variáveis, sendo a CI50 

estimada superior a última concentração testada (CI50>81 mg kg-1) em todos os 

casos. A variação na sensibilidade das espécies também foi demonstrada por 

Jakobsen et al. (2021), onde o comprimento do micélio extraradicular de C. 

claroideum e F. mosseae não foram afetados por concentrações de até 83,3 mg kg-1 

de mancozebe, apesar de F. caledonium ter sido afetado na primeira concentração 

testada. Em meio MSR, Gong et al (2014) demonstraram que o fungicida Thiram 

reduziu a atividade da succinato desidrogenase e fosfatase alcalina do micélio 

extrarradicular de Glomus etunicatum na concentração de 1 mg L-1.  

A MSPA foi mais sensível aos efeitos deletérios do mancozebe sobre o CMET 

de R. clarus do que o volume de raízes. A relação demonstra que a redução do 

micélio extrarradicular foi responsável pela redução da massa da planta, 

possivelmente pela perda dos efeitos nutricionais benéficos do fungo (Hodge et al., 

2010), ao passo que o volume radicular foi impactado apenas na última 

concentração testada e colonização radicular se manteve inalterada. A ausência de 

efeitos sobre a colonização radicular pode estar relacionada a capacidade dos 
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esporos e outros propágulos colonizarem as raízes após a degradação do i.a. ou 

parte dele ao longo do tempo (Hage-Ahmed et al., 2019). Ainda, o fato pode sugerir 

que a ação do i.a. foi mediada através de contato direto com as estruturas fúngicas, 

como observado para inibidores da biossíntese do esterol (Zocco et al., 2008), e 

condizente com o modo de ação por contato de mancozebe. Nesse sentido, testes 

com avaliações temporais seriam cruciais no entendimento do efeito do i.a. sobre a 

germinação dos esporos e outros propágulos e as consequências sobre a 

colonização radicular, apesar de reduzir a praticidade de estudos ecotoxicológicos 

padronizados.  

 

Figura 6 - Efeito de concentrações crescentes de mancozebe sobre o comprimento 

total do micélio extrarradicular (CTME) e colonização radicular de (A)(D) 

Rhizophagus clarus, (B)(E) Gigaspora albida e (C)(F) Gigaspora margarita, 

respectivamente. Linhas no topo das colunas indicam desvio padrão da média. 

Asteriscos indicam diferença significativa do controle pelo teste de Dunnet (p<0,05). 
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Todas as espécies fúngicas apresentaram maior sensibilidade na fase pré-

simbiótica em relação as variáveis da fase simbiótica (Tabela 5), reafirmando que a 

germinação de esporos é um endpoint seguro e protetivo para etapas “lower tier” de 

ensaios ecotoxicológicos (Sweeney et al., 2022). Notou-se, no entanto, que apesar 

de G. albida ter mostrado a maior sensibilidade dentre as espécies na fase pré-

simbiótica nesse e outros estudos (Mallmann et al., 2018; Malfatti et al., 2023), o 

mesmo não foi observado para a fase simbiótica, onde nem a colonização radicular, 

tampouco o CMET foi inibido por mancozebe. R. clarus, que não tivera a maior 

sensibilidade sobre a germinação de esporos foi, por outro lado, a espécie mais 

sensível para CMET. Essa diferença na magnitude da sensibilidade entre endpoints 

de diferentes etapas do ciclo de vida podem estar associadas a características 

morfológicas, fisiológicas e mesmo ao comportamento específico de cada espécie 

(Dodd et al., 2000; Hart and Reader, 2002), que podem interferir na tolerância ao 

pesticida. De fato, Schreiner & Bethlenfalvay (1997) demonstraram que a 

germinação de esporos (fase pré-simbiótica) de G. etunicatum foi afetada por 

benomil, assim como a produção de esporos (fase simbiótica), enquanto a 

colonização radicular (fase simbiótica) não sofreu inibição. A relação oposta também 

já foi relatada, onde o fungicida flutolanil não afetou a germinação de esporos e nem 

o micélio extrarradicular de R. irregularis, mas reduziu a colonização radicular 

(Buysens et al., 2015). Em contraste com nossos resultados, Vuyyuru et al. (2018) 

mostraram que 2,55 kg ha-1 de mancozebe aplicado em um Organossolo reduziu 

drasticamente a colonização radicular de cana-de-açúcar, bem como a abundância 

de biomarcadores 16:1w5 de FMAs – indiretamente indicando redução do micélio 

extraradicular, ao passo que a produção de esporos não foi reduzida.  

 

Tabela 5 - Menor concentração de efeito observada (CEO), concentração de inibição 

para 50% da população (CI50), concentração ambiental prevista (PEC) dos 

ingredientes ativos no solo após uma aplicação, simulando o pior cenário possível, e 

taxa de toxicidade-exposição (TER) para endpoints fúngicos de fase pré-simbiótica e 

simbiótica em ensaios com mancozebe. 

Agrotóxico/Espécie FMA CEO¹ CI50¹ PEC¹ TER 

Fase pré-simbiótica  
(in vitro) 

        

Mancozebe (Manzate ®)    3  
Germinação de esporos     
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R. clarus  54 68,37 (60,88-75,86)  22,8 

 G. albida  9 18,88 (7,46-30,30)  6,3 

        G. margarita  1,5 >81  >27 

Fase simbiótica 
(in vivo)         

Mancozebe (Manzate ®)    3  
CMET      

R. clarus  27 >81  >27 

 G. albida  >81 -  - 

        G. margarita  >81 -  - 

Colonização radicular     
R. clarus  >81 -  - 

 G. albida  >81 -  - 

        G. margarita   >81 -   - 

     ¹ Valores em mg kg-1 

 

É importante notar que os endpoints fúngicos avaliados (tanto de fase pré-

simbiótica, quanto simbiótica) fornecem uma ideia de abundância/biomassa do 

grupo funcional. Considerando a abordagem dos objetivos de proteção específicos 

(SPGs, “specific protection goals”) utilizada pela EFSA, os endpoints seriam 

adequados para mensuração do risco de substâncias aos serviços ecossistêmicos 

de controle de pragas e doenças, atenuação natural, estruturação do solo e suporte 

da cadeia alimentar (Ockleford et al., 2017). Conforme demostrado nesse trabalho, a 

germinação de esporos se mostrou mais sensível do que os demais endpoints 

avaliados e, portanto, seria indiretamente protetiva a funções atribuídas a outras 

estruturas fúngicas, como o micélio extrarradicular, por exemplo.  

Ressalta-se o fato que, em nossos ensaios, G. albida e especialmente G. 

margarita produziram menos micélio extrarradicular comparativamente a R. clarus, o 

que levanta suspeitas sobre o quanto a sensibilidade da metodologia possa ter 

contemplado possíveis efeitos do fungicida sobre a variável naquelas espécies. 

Nesse sentido, o tempo de avaliação dos testes ou a própria característica da 

espécie deve ser ajustada com o método utilizado, a fim de minimizar possíveis 

problemas de amostragem. Nesse caso, pela maior produção total de micélio e 

diferença do tratamento controle, R. clarus e G. albida são preferíveis à G. margarita 

para o tempo de avaliação utilizado. 

Mesmo com os efeitos negativos sobre o CMET, MSPA e volume radicular, 

considerando apenas uma aplicação do agrotóxico e o pior cenário de exposição 

possível, as TER estimadas para as variáveis citadas de R. clarus seriam superiores 

a magnitude de 27x (Tabela 5). As respostas das variáveis testadas de R. clarus aos 



50 

 

 

efeitos de mancozebe demonstram uma atenuação crescente dos efeitos para 

germinação de esporos > comprimento total do micélio extraradicular (CMET) > 

colonização radicular. Além dos efeitos de mancozebe serem altamente dependes 

da espécie (Hernandez-Dorrego & Mestre Parés, 2010; Jakobsen et al., 2012; Rejali 

et al., 2022), é indispensável que sejam consideradas as notáveis diferenças entre 

os substratos/solos testados. Nossos resultados demonstraram a atenuação do 

efeito de mancozebe em Latossolo sobre a germinação de R. clarus e G. albida em 

relação a SAT (Mallmann et al., 2018). Divergências no comportamento do 

agrotóxico e, portanto, de seus efeitos sobre os FMAs são esperadas quando 

comparados resultados oriundos de esquemas experimentais usando, por exemplo, 

Organossolos (Vuyyuru et al., 2018), misturas de solos naturais e outros 

componentes (Jakobsen et al., 2012; Rejali et a., 2022) ou mesmo meios de cultura 

(Rejali et al., 2022). Em Latossolos brasileiros, de características semelhantes ao 

utilizado nesse trabalho, é improvável que exista risco para as espécies testadas, 

considerando uma única aplicação do mancozebe e seguindo as práticas 

recomendadas. Entretanto, isso não elimina a necessidade de novos estudos que 

contemplem cenários de múltiplas aplicações, condições de campo, outros solos e 

espécies representativas.  

 

5.4 CONCLUSÃO 

 

O mancozebe reduz a germinação de esporos de R. clarus, G. albida e G. 

margarita em Latossolo, sendo G. albida a espécie mais sensível. Entretanto, 

nossos ensaios in vivo em ambiente controlado demonstram que apenas R. clarus 

possui o comprimento do micélio extrarradicular afetado quando exposto ao 

mancozebe, indicando que a relação entre a sensibilidade de endpoints de 

diferentes etapas do ciclo de vida dos FMAs não obedecem a uma lógica linear e 

são dependentes de características espécie. Nesse caso, as diferenças na 

capacidade de recuperação dos esporos – através de avaliações de viabilidade - e a 

dinâmica temporal do efeito do agrotóxico sobre os endpoints simbióticos podem ser 

cruciais para o entendimento da relação entre a sensibilidade das etapas do ciclo de 

vida dos FMAs, assim como o entendimento das particularidades na biologia de 

cada espécie. 
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Considerando a dose recomendada pelo fabricante de aplicação do 

mancozebe, é improvável que o i.a. apresente risco a fase simbiótica de R. clarus, 

G. albida e G. margarita em Latossolos brasileiros. Mesmo em concentração do i.a. 

27x superior ao estimado no solo no pior cenário de exposição, não são observados 

efeitos sobre o comprimento do micélio extrarradicular de G. albida e G. margarita e 

sobre a colonização radicular das três espécies testadas. Por suposto, as condições 

experimentais testadas não refletem o cenário de campo e as práticas de aplicação 

de fato utilizadas e, portanto, estudos de campo abrangendo outras variáveis, como 

aplicações múltiplas, trariam avanços no conhecimento da área. Ainda, a utilização 

de diferentes tipos de solo, espécies e i.a.s em ensaios com marcações temporais 

são fundamentais para aprofundar o entendimento da dinâmica do efeito de 

agrotóxicos sobre FMAs. 

Apesar das limitações, nosso estudo demonstra a aplicabilidade de uma 

metodologia prática e padronizável para ensaios ecotoxicológicos visando avaliar 

efeito de agrotóxicos sobre a fase simbiótica de FMAs em um solo natural. 

Resultados dos ensaios in vivo permitiram o refinamento das conclusões obtidas nos 

ensaios in vitro e redução da incerteza dos resultados. A adição do componente 

planta no sistema experimental, juntamente com o solo natural e condições de casa 

de vegetação impõem maior relevância ecológica e aplicação prática dos resultados, 

ao tornar o esquema experimental mais próximo a condições reais de campo. A 

avaliação de variáveis da planta também torna a interpretação mais abrangente. Dos 

endpoints fúngicos testados, a germinação de esporos se mostrou o endpoint mais 

sensível, seguida do comprimento total do micélio extrarradicular e colonização 

radicular. 
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APÊNDICE 
 

Figura S 1 - Percentagem de germinação de esporos de (A) Rhizophagus clarus, (B) 

Gigaspora albida e (C) Gigaspora margarita em SAT contaminado com 

concentrações crescentes de ácido bórico. Asteriscos indicam diferença significativa 

para o controle pelo teste de Dunnet (p<0,05). Barras indicam o desvio padrão da 

média. 

 
 

Figura S 2. Comparação entre tratamentos sem a presença de inóculo fúngico (SEM 

FMA), Rhizophagus clarus (RC), Gigaspora albida (GA) e Gigaspora margarita (GM) 

quanto as variáveis fúngicas e de planta avaliadas. Linhas no topo das colunas 

indicam desvio padrão da média. Médias com letras diferentes indicam diferença 

significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura S 3. Gráficos de barras dos efeitos de concentrações crescentes de 

mancozebe sobre a massa seca de parte aérea e volume de raízes para R. clarus 

(A)(B), G. abida (C)(D) e G. margarita (E)(F), respectivamente. Linhas no topo das 

colunas indicam desvio padrão da média. Asteriscos indicam diferença significativa 

do tratamento controle pelo teste de Dunnet (p<0,05). 
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