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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar efeitos de formulacdes comerciais de
glyphosate sobre estirpes de Bradyrhizobium, em condicdes de laboratério. As formulacoes
foram aplicadas na concentracdo de 43,2 pg L' do equivalente acido. As bactérias foram
inoculadas em meio de cultura a base de manitol e extrato de levedura (YM). O efeito do
herbicida no crescimento das estirpes de Bradyrhizobium foi avaliado mediante leitura da
densidade 6tica em espectrofotémetro. Avaliou-se o crescimento das estirpes de B. japonicum
SEMIA 5079 e de B. elkanii SEMIA 5019 e SEMIA 587 sob efeito de nove formulacoes de
glyphosate: Zapp QilJ, Roundup(], Roundup Multiacaol, Roundup Transorb, Roundup WG,
TropU, Agrisatod, glyphosate técnico [padrdo de N-(phosphonomethyl) glycina] e controle
sem adicdo de herbicida (testemunha para as estirpes). Foram utilizadas seis repeticoes.
Confeccionaram-se curvas de crescimento para cada estirpe. Pelos resultados, poéde-se
observar que todas as formulacoes de glyphosate causaram efeitos diferenciados sobre as
estirpes de Bradyrhizobium SEMIA 5019, SEMIA 5079 e SEMIA 587. Constatou-se que a
formulacao Zapp Qi foi a menos toxica as estirpes de Bradyrhizobium avaliadas. A maior
toxicidade foi observada para Roundup Transorb, que provocou reducbdes no crescimento
acima de 94% para todas as estirpes de Bradyrhizobium estudadas. Nao se observou correlacao
entre o tipo de sal — isopropilamina, aménio ou potassico, presentes na formulacao herbicida
— e o grau de inibicao no crescimento das estirpes. SEMIA 587 foi a estirpe menos tolerante
a maioria das formulacdes testadas, porém SEMIA 5019 foi a mais sensivel ao glyphosate
padrao, sem adicao de sais ou de outros aditivos.

Palavras-chave: fixaggo biolGgicadeN,, herbicida, rizobio, sojatransgénica.

ABSTRACT - This work aimed to evaluate the effects of glyphosate commercial formulations on
Bradyrhizobium strains under laboratory conditions. The formulations were applied in the
concentration of 43.2 ug L* of the a.e. and the strains were inoculated in yeast extract manitol
(YM). Herbicide effect on the growth of the Bradyrhizobium strains was assessed by optic
density reading in a spectrophotometer. Twenty seven treatments arranged in a factorial design
were evaluated and consisted of one strain of B. japonicum: SEMIA 5079; and two strains of B.
elkanii: SEMIA 5019 and SEMIA 587, under the effect of nine glyphosate formulations: Zapp
QIO, Roundupl, Roundup Multiacdo, Roundup Transorb, Roundup WG, TropO, Agrisatold,
technical glyphosate [N-(phosphonomethyl) glycine] and control without herbicide addition (as the
strain control treatment), with six replications. A growth curve was established for each strain. It
could be observed that the different glyphosate formulations Zapp Qi, Roundup, Roundup Multiacéo,
Roundup transorb, Roundup WG, Trop and Agrisato caused differentiated effects on the strains of
Bradyrhizobium SEMIA 5019, SEMIA 5079 and SEMIA 587. It was verified that the Zapp Qi
formulation was the least toxic to the strains. The highest toxicity was observed for Roundup
Transorb, which reduced growth over 94% for all the strains assessed. Correlation was not
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observed among the type of salt, isopropylamine, ammonium or potassic, present in the formulation
herbicides, and the toxicity degree to the strains. The strain SEMIA 587 was the least tolerant to
most formulations while SEMIA 5019 was the most sensitive to the control treatment N-
(phosphonomethyl) glycine, without salts or other additives.
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INTRODUCAO

O glyphosate é o herbicida de maior parti-
cipacdo no mercado mundial de herbicidas, ca-
racterizando-se pelo amplo espectro de acdo e
por néo ser seletivo a cultura da soja. Existem,
atualmente, mais de 90 marcas comerciais com
esse ingrediente ativo no mundo (Heap, 1997).
No entanto, esse herbicida podera ser utilizado
no Brasil diretamente na cultura da soja, caso
haja introducéo de cultivares resistentes a
essas moléculas. Por inibir a sintese da enzima
S-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPs), a molécula de glyphosate bloqueia a
sintese de aminoacidos aromaticos. Cultivares
de soja resistentes ao glyphosate contém a
enzima EPSPs insensivel ao herbicida,
todavia as bactérias fixadoras de N,,, associadas
ao sistema radicular da soja, do género
Bradyrhizobium, néo apresentam essa insen-
sibilidade enzimatica, podendo o glyphosate
interferir na interacao simbiética. Segundo
Gonzalez et al. (1996), o risco de intoxicacao
de herbicidas sobre os microrganismos € maior
quando os produtos inibem processos bioqui-
micos comuns entre as plantas e os micror-
ganismos.

Em outros paises, foi constatado que o
glyphosate provocou intoxicacdo em estirpes
de rizobios ou prejudicou a nodulacao de legu-
minosas, inclusive da soja (Mallik & Tesfai,
1985; Schuls et al., 1985; Eberbach & Douglas,
1989; Moorman et al., 1992; Haugland, 1994;
Hernandez et al., 1999; King et al., 2001).
Entretanto, em razao da grande variabilidade
nas respostas de estirpes de rizobio a presenca
de herbicidas (Kapusta & Rouwenhorst, 1973;
Alagavadi & Reddy, 1986; Kishinevsky et al.,
1988; Delanay et al., 1995), € importante
avaliar a natureza e a intensidade de resposta
das principais estirpes utilizadas no Brasil.

Segundo Malkones (2000), os aditivos pre-
sentes na formulacao dos agroquimicos podem
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biological fixation of N,, herbicide, rhizobium, transgenic soybean.

afetar os microrganismos e, em certos casos,
até modificar o efeito do agroquimico, porém
poucos trabalhos foram realizados sobre o
assunto. Berner et al. (1991) mencionaram que
aplicacoes de glyphosate, em formulac¢oes com
ou sem surfatante, inibiram o crescimento
micelial de Calonectria crotalariae.

Objetivou-se neste trabalho avaliar a
toxicidade das principais formulacdes de
glyphosate comercializadas no Brasil sobre trés
estirpes comerciais do género Bradyrhizobium.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio
de Associacdes Biologicas (FBN)/BIOAGRO,
pertencente ao Departamento de Microbiologia
da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa —
MG.

As solucoes-estoque das formulacoes de
glyphosate foram preparadas mediante a mis-
tura do produto comercial com agua destilada
e deionizada, sendo posteriormente esterili-
zadas por filtracao (filtro Milipore 0,25 ym) em
condicdes assépticas.

As estirpes de Bradyrhizobium foram
obtidas da Colecao de Bactérias Diazotroficas
do Centro Nacional de Pesquisa da EMBRAPA/
Agrobiologia, sendo as culturas estocadas em
frascos de agar inclinado com meio a base de
extrato de levedura e manitol como fonte de
carbono, meio YM, composto, em g L, por:
manitol, 10; K, HPO,, 0,05; MgSO,, 0,02; NaCl,
0,01; extrato de levedura, 0,5; agar, 15; e pH
ajustado em 6,8, a temperatura de 4 °C. A
ativacdo das estirpes foi feita mediante ino-
culacao em frascos erlenmeyer de 125 mlL,
contendo 50 mL de meio YM liquido, e incu-
bacao em agitador rotatério a 125 rpm e tempe-
ratura de 25 °C. Uma aliquota de 15 pL das
estirpes ativadas foi inoculada em placas de
ELISA de 96 células com capacidade volu-
meétrica de 300 pL, contendo a mistura estéril
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Tabela 1 - Formulagdes, fabricante e composi ¢do dos produtos comerciais de glyphosate utilizados

Formulagdes comerciais* Fabricante Composicéo Formulag&o (expressa em equival ente &cido)
Agrisato Alkagro Sal de isopropilamina Concentrado solGvel (360 g L™)
Roundup (original) Monsanto Sal de isopropilamina Concentrado solGvel (360 g L™)
Roundup Multiagéo Monsanto Sal de aménio Gréanulos autodispersiveis em &gua (720 g kg'?)
Roundup Transorb Monsanto Sal de isopropilamina Concentrado solGvel (480 g L™%)
Roundup WG Monsanto Sal de aménio Gréanulos autodispersiveis em &gua (720 g kg'?)
Trop Milénia Sal de isopropilamina Concentrado solGvel (360 g L™)
Zapp Qi Syngenta Sal potassico Concentrado solGvel (500 g L)

* Marca registrada do fabricante 0.

de 180 pL de meio YM liquido (1,33 vez concen-
trado) e 60 pL da solucao do herbicida, para
cada tratamento, sendo imediatamente coloca-
das em camara de incubacao a 25 °C e no escu-
ro. O crescimento das estirpes foi avaliado pela
leitura da densidade 6tica a 560 nm em espec-
trofotémetro (Titertek Multiskan Plus MKII, New
York, USA), em intervalos de quatro horas nas
primeiras 24 horas e, apos, em intervalos de
12 horas até a estabilizacdo do crescimento.

O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado em esquema fatorial
3x9, totalizando 27 tratamentos, sendo estes a
combinacao de duas estirpes de B. elkanii
SEMIA 587 e SEMIA 5019, uma de B. japonicum
SEMIA 5079 e nove formulacoes de glyphosate:
Zapp Qi, Roundup, Roundup Multiacdo, Roundup
Transorb, Roundup WG, Trop, Agrisato, PMG
[padrao N-(phosphonomethyl) glycina com 99%
de pureza] e o controle sem adicao de herbicida,
com seis repeticoes. Todas as formulacoes fo-
ram aplicadas na concentracao de 43,2 pug L'},
correspondente a 8,64 kg ha! de glyphosate,
considerando area por area.

Os resultados obtidos, ap6s 122 horas de
incubacdo, foram submetidos a analise de
variancia, e as médias, comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Também se
utilizou analise de regressao para tracar curvas
de crescimento bacteriano durante o periodo
de avaliacdo, para os diferentes tratamentos
avaliados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sete marcas comerciais testadas afeta-
ram o desenvolvimento das estirpes; todavia,
entre as formulacoes houve diferenca no grau

T
pe

de intoxicacao (Figuras 1, 2 e 3 e Tabela 3).

A estirpe SEMIA 5019 foi a mais sensivel
a molécula pura do glyphosate (PMG) (Figura 1
e Tabela 3). Para esta estirpe, as inibicoes ma-
ximas de crescimento medidas pelo aumento
da densidade otica (DO), observadas entre os
tratamentos, variaram desde 25,87%, para
Zapp Qi, até 97,82%, para R. Transorb
(Tabela 3). A formulacao Zapp Qi (mais tolerada
por esta estirpe) foi menos téxica do que o pa-
drao N-(phosphonomethyl) glycina (PMG),
utilizado como controle para os herbicidas
(Figura 1 e Tabela 3). As formulacoes Roundup
(original), Trop, Agrisato e Roundup Multiacédo
foram semelhantes quanto a toxicidade a esta
estirpe, proporcionando, em média, inibicdo do
crescimento de 56% em relacdo ao controle
(Figura 1 e Tabela 3). A formulacao Roundup
WG reduziu o crescimento desta estirpe em
mais de 65%, comparado ao controle sem
adicao de herbicida. Roundup Transorb afe-
tou drasticamente esta estirpe (Figura 1
e Tabela 3). Pelas equacodes das curvas de
regressdo, observou-se auséncia de cres-
cimento desta estirpe sob efeito de R. Transorb
(Tabela 2).

A estirpe SEMIA 5079 apresentou, quando
submetida a formulacao Trop, crescimento
similar ao do controle (Figura 2 e Tabela 3). As
formulacoes Zapp Qi e Roundup Multiacao
inibiram o crescimento desta estirpe em 22,79
e 26,48%, respectivamente, em relacao ao
controle sem adicao de herbicida; contudo, 122
horas apés a inoculacao, esses valores nao
diferiram significativamente do controle
herbicida PMG (16,64% de inibicao) (Tabela 3).
Conforme pode ser observado na Figura 2, esta
estirpe se mostrou altamente sensivel as
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Figura 1 - Efeito de diferentes formulagdes de glyphosate
(43,2 ug L1de e.a) sobre o crescimento da estirpe de
B. elkanii SEMIA 5019 - média de seis repeti¢des.
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formulacées Roundup (original), Agrisato e
Roundup Transorb, visto estas terem reduzido
o crescimento em mais de 90%. Dessa forma,
SEMIA 5079 sob efeito de tais herbicidas, na
concentracao testada, em condicoes de labora-
torio, apresentou desenvolvimento quase nulo.
Novamente Roundup Transorb foi a formulacao
mais téxica, sendo observada inibicdo no cres-
cimento acima de 99%, em relacao ao controle
(Tabela 3), contudo néo diferiu das formula-
coes Roundup (original) e Agrisato (Figura 2 e
Tabela 3).

Tabela 2 - EquacBes das curvas de regresséo relacionando
densidade ética (DO) e tempo de avaliagéo (horas), para
diferentes formulagbes de glyphosate testadas sobre o
crescimento das estirpes de B. ekanii SEMIA 5019 e
SEMIA 587 e B. japonicum SEMIA 5079

0451 =+ Pvc o Coeficiente de
0401 ; 2$ZSE§ e Tratamento Equacio* determizna(;éo
€ 0,35 ¥— Roundup (origind) (RY)
S 0201 Ja moundon Trnsors __ SEMIAS019
o Controle (sem herbicida) | Y =0,0079x/(1+0,0128x) 0,99
8 2'22. PMG** Y =0,0026x/(1+0,0039x) 0,96
0:15. Zapp Qi y =0,0037x/(1+0,0050x) 0,98
0,101 Agrisato ¥ =0,0004x/(1-0,056x) 0,99
0,051 Roundup Transorb Y =(0,007-0,0008x) 0,86
0.00] 4 Roundup WG ¥ =0,0010x/(1-0,0005x) 0,98
' ' ' ' ' ' Roundup Multiagéo Y =0,0010x/(1-0,0033x) 0,95
° % ngﬂpo (horas)75 100 12 Roundup (original) Y =0,0010x/(1-0,0002x) 0,97
Trop Y =0,0005x/(1-0,0051x) 0,95
Figura 2 - Efeito de diferentes formulagdes de glyphosate SEMIA 5079
(43,2 ug L* de e.a) sobre o crescimento da estirpe de Controle (sem herbicida) | ¥ =0,7401x/(55,8535+x) 0,98
B. japonicum SEMIA 5079 - média de seis repeticoes. PMG** Y =0,6505x/(55,1917+x) 0.99
Zapp Qi Y =0,6673x/(57,6099+x) 0,99
e Controre Agrisato Y =(0,0114+0,0001x) 0,84
02071 —a— pPMG Roundup Transorb ¥ =(0,0118-0,0005x) 0,80
018 | 5 pempwe . Roundup WG ¥ =0,5460x/(85,6901+x) 0,98
016 1707 TP arigina) . Roundup. Multiacéio Y =0,8037x/(115,9907+X) 0,97
LN Bmivcion it — Roundup (original) Y =(0,0119+0,0001x) 0,79
g 0,12 {—*— Roundup M ultiagig A 4 TTOP Y =0,7430X/(63,0312+X) 0,99
8 o1 SEMIA 587
8 o Controle (sem herbicida) | ¥ =0,2170x/(30,5341+x) 0,98
0,06 PMG** ¥ =0,1963x/(45,1041+x) 0,97
004 Zapp Qi Y =1421 23x/(1,45E6+X) 0,95
002 | B - Agrisato ¥ =(0,0203-0,0001x) 0,82
000 Vo gog—F5 & § 5 o § e Roundup Transorb ¥ =(0,0195-0,0001x) 0,93
Roundup WG Y =(0,0062+0,0001x) 0,85
0 2'5 5'0 7'5 1c'>o 1'25 Roundup Multiagdo % =(0,0056-0,00001x) 0,86
Tempo (horas) Roundup (original) Y =(0,0223-0,0001x) 091
Figura 3 - Efeito de diferentes formulagdes de glyphosate Trop ¥ =(0,0157-0,00001x) 0,91

(43,2 ug L de e.a) sobre o crescimento da estirpe de
B. elkanii SEMIA 587 - média de seis repeticoes.
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* Significativo pelo teste t (P<0,05) e ** produto puro padr&o de
N-(phosphonomethyl) glycina com 99% de pureza.
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Tabela 3 - Efeito de diferentes formulagGes de glyphosate
(43,2 pg LY sobre o crescimento de estirpes de
Bradyrhizobium, medido por meio do aumento da
densidade ¢ética (DO), 122 horas ap6s inocul agdo

DO 560 nm (%)
Tratamento

SEMIA 5019 | SEMIA 5079 | SEMIA 587
Controle 100,00 aA | 100,00aA | 100,00aA
Trop 40,71 deB | 96,27abA | 22,72cC
Roundup (original) | 43,81 deA 6,09dB 745dB
Agrisato 42,21 de A 3,63dB 3,82dB
Roundup Transorb 2,18f A 0,79dA 559dA
Roundup WG 34,88eB 59,75cA 2,89dC
Roundup Multiagdo | 49,95cdB | 73,52bA 144dC
Zapp Qi 74,13bAB| 77,21bA 67,41bB
PMG* 56,47 cB 83,36 b A 89,11 aA

Médias seguidas de letras iguais, maitscula na linha e minGscula na
coluna, ndo diferem entre s pelo teste de Tukey a 5% de proba-
bilidade.

* Produto puro padréo de N-(phosphonomethyl) glycina com 99% de
pureza.

Com base nas equacoées referentes as cur-
vas de regressao dos tratamentos, para SEMIA
5079 (Tabela 2), nota-se comportamento
linear desta estirpe sob efeito das formula-
coes Roundup (original), Agrisato e Roundup
Transorb, inclusive com valores decrescentes
para esta ultima.

SEMIA 587 foi, de maneira geral, a estirpe
mais sensivel as formulacdes do glyphosate
testadas, visto que, entre estas, cinco impossi-
bilitaram seu crescimento (Figura 3). Mesmo
com o decréscimo no valor maximo de DO, foi
possivel observar que, além do tratamento con-
trole (sem adicao de herbicida), a estirpe apre-
sentou crescimento somente nas formulacoes
Zapp Qi e PMG (controle herbicida) (Figura 3 e
Tabela 3). O controle PMG, apés 122 horas de
incubacao, nao apresentou diferenca quando
comparado ao controle sem herbicida; ja nesse
mesmo periodo a formulacdo Zapp Qi inibiu
em 32,59% o crescimento (Tabela 3). Por
meio da analise das curvas de crescimento
(Tabela 2), pode-se constatar que as formu-
lacoes Agrisato, Roundup Transorb, Roundup
WG, Roundup Multiacdo e Roundup (original)
reduziram de forma drastica o crescimento de
SEMIA 587. Os dados ajustaram-se em equa-
coes do primeiro grau, evidenciando com-
portamento linear decrescente, exceto para
Roundup WG (Tabela 2). A formulacéao Trop

T
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também resultou em alta inibicao, alcancando
valor proximo a 80% apds 122 horas de incu-
bacado (Figura 3 e Tabela 3).

Haahtela et al. (1988) testaram o glyphosate
puro e na formulacao comercial Roundup sobre
varios microrganismos e observaram que as
concentracdes entre 25 e 100 pg L' afetaram
significativamente o crescimento de bactérias
do género Enterobacter; entretanto, houve
maior intoxicacdo quando elas foram tratadas
com a formulacao comercial na maior concen-
tracao.

Em relacao aos sais que integram as
formulacoes estudadas, pouca inferéncia se
pode fazer na discussao dos resultados. O sal
de isopropilamina compde as formulacdes
Agrisato, Roundup (original), Roundup
Transorb e Trop, as quais apresentaram dife-
rentes graus de intoxicacao as estirpes e entre
elas. O sal de amoénio presente na composicao
de Roundup WG e Roundup Multiacdo nao
conferiu a estes o mesmo grau de intoxicacdo
para as trés estirpes (Tabela 2). No entanto,
pode-se destacar que Zapp Qi, Unico que se
apresenta com o sal potassico, foi a formulacao
que se manteve menos toxica a todas as
estirpes, sendo, para SEMIA 587, o tinico trata-
mento que se apresentou nao-toxico (Figura 3
e Tabela 2).

Com base nas curvas de regressao e
comparacao das médias depois de 122 horas
de inoculacéo, pode-se estabelecer a seguinte
ordem crescente de intoxicacao dos herbicidas
as estirpes: Zapp Qi < PMG < Roundup
Multiacao = Roundup (original) = Agrisato =
Trop = Roundup WG < Roundup Transorb,
para SEMIA 5019; Trop < PMG = Zapp Qi =
Roundup Multiacdo < Roundup WG < Roundup
(original) = Agrisato = Roundup Transorb, para
SEMIA 5079; e PMG < Zapp Qi < Trop <
Roundup (original) = Agrisato = Roundup WG
= Roundup Transorb, para SEMIA 587.

Entre as estirpes, a ordem crescente de
tolerancia foi a seguinte: SEMIA 587 < SEMIA
5019 < SEMIA 5079, para as formulacées Trop,
Roundup WG e Roundup Multiacao; SEMIA
587 = SEMIA 5079 < SEMIA 5019, para
Agrisato e Roundup (original); SEMIA 5019 <
SEMIA 5079 = SEMIA 587, para o controle
herbicida PMG; e SEMIA 587 < SEMIA 5079,
porém sem diferirem de SEMIA 5019, para
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Zapp Qi. A formulacdo Roundup Transorb
causou elevado grau de intoxicacao entre todas
as estirpes.

A maior sensibilidade da estirpe SEMIA
587, em relacao a SEMIA 5019, também foi
constatada por Ortiz et al. (1989), quando cres-
cida em meio contendo trifluralin. Arruda et al.
(2001), trabalhando com herbicidas inibidores
da enzima AHAS, em diferentes concentracoes,
observaram que eles afetaram drasticamente
as estirpes de B. japonicum testadas, sendo
estabelecidas diferentes ordens de tolerancia
para cada herbicida.

A reducao do crescimento das estirpes
de Bradyrhizobium na presenca do equiva-
lente acido e das formulagées comerciais de
glyphosate provavelmente se deve a inibicao
da atividade da enzima EPSP sintase e a conse-
quente reducao da sintese de aminoacidos
aromaticos nas células bacterianas. Moorman
(1986) nao observou reducao do crescimento
do Bradyrhizobium japonicum na presenca de
glyphosate quando aminoacidos aromaticos
foram adicionados ao meio de cultura. E pro-
vavel que os efeitos especificos das formulacoes
comerciais de glyphosate no crescimento das
estirpes sejam decorrentes da presenca de
diferentes substancias quimicas na formulacéao
do herbicida, como solventes, surfatantes e
agentes molhantes, que podem modificar o
efeito do equivalente acido do herbicida nos
organismos (Kishinevsky et al., 1988;
Malkones, 2000).
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