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ABSTRACT

RESUMO

Comportamento de estirpes de Bradyrhizobium sp. Sob
efeito de componentes do glyphosate potássico1

Behavior of Bradyrhizobium sp. Strains under different
components of potassic glyphosate

José Barbosa dos Santos2, Sérgio de Oliveira Procopio3, Rodrigo J. S. Jacques4,
Maria Catarina Megumi Kasuya5 e Antonio Alberto da Silva6

Avaliou-se neste trabalho o impacto de componentes de glyphosate potássico e da formulação comercial sobre estirpes de
Bradyrhizobium sp. utilizadas como inoculantes na cultura da soja no Brasil. As bactérias foram inoculadas em meio de
cultura à base de manitol e extrato de levedura (YEM). Foram avaliados 12 tratamentos: controle (sem adição de herbicida),
produto padrão N-(phosphonomethyl) glycine (PMG), PMG + sal potássico (PMS) e o produto comercial Zapp Qi, e três
estirpes de Bradyrhizobium sp. (SEMIA 5019, SEMIA 5080 e SEMIA 587), dispostos em delineamento inteiramente
casualizado, num arranjo fatorial 4x3, com seis repetições. Os efeitos dos tratamentos no crescimento das estirpes de
Bradyrhizobium sp. foram avaliados mediante leitura da densidade ótica (DO) em espectrofotômetro. As concentrações
utilizadas foram de 18,0; 27,7 e 36,0 mg L-1, respectivamente para PMG, PMS e Zapp Qi. Os resultados indicaram redução
do crescimento das estirpes com os diferentes tratamentos de glyphosate. As reduções no crescimento variaram desde
7,64%, para SEMIA 5019, até 41,21%, para SEMIA 5080, ambas sob ação do Zapp Qi. Para SEMIA 587, o PMS apresentou
maior toxidez do que o PMG, 23,78 e 9,0% de redução na DO, respectivamente. Para SEMIA 5019 e 5080, PMG e PMS não
diferiram na toxicidade reduzindo, em média, 32,6% do valor da DO comparadas ao controle. A ordem crescente de
tolerância das estirpes aos herbicidas foi a seguinte: SEMIA 5019 = SEMIA 5080 < SEMIA 587, para o PMG e PMS, e SEMIA
5080 < SEMIA 587 < SEMIA 5019 para o Zapp Qi.

Termos para indexação: Fixação biológica de N, herbicida, N-(phosphonomethyl) glycine, rizóbio, Zapp Qi.

It was evaluated in this work the impact of isolated components potassic glyphosate and of the commercial product on
Bradyrhizobium sp. strains, used commercially in the soybean crop, in Brazil. The strains were inoculated in yeast extract
manitol (YEM). 12 treatments were appraised: control (without herbicide), standard product N-(phosphonomethyl) glycine
(PMG), PMG + potassic salt (PMS) and the commercial product Zapp Qi, and three Bradyrhizobium sp. strains (SEMIA
5019, SEMIA 5080 and SEMIA 587), disposed in completely randomized design, in a factorial design 4x3, with six
replications. The effects of the treatments in the growth of the Bradyrhizobium sp. strains were appraised by optic density
(DO) reading in spectrophotometer. The used concentrations were of 18.0; 27.7 and 36.0 µg L-1, respectively for PMG, PMS
and Zapp Qi. Its strain has its growth curves. The observed values of growth inhibition varied from 7.64%: SEMIA 5019, at
41.21 %: SEMIA 5019 both by Zapp Qi action. For SEMIA 587, PMS presented larger toxicity than PMG, 23.78 and 9.0% of
reduction in the DO, respectively. For SEMIA 5019 and 5080, PMG and PMS they didn�t differ in the toxicity reducing, on the
average, 32.6% of the value compared to the control. The growing order of tolerance of strains to the herbicides was to following:
SEMIA 5019 = SEMIA 5080 <SEMIA 587, for PMG and PMS, and SEMIA 5080 <SEMIA 587 <SEMIA 5019 for Zapp Qi.

Index terms: Biological fixation of N2, herbicide, N-(phosphonomethyl) glycine, rhizobium, Zapp Qi.
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Introdução

Com o advento da soja transgênica tolerante
ao herbicida glyphosate se faz imprescindível que
pesquisas avaliem o impacto da implantação desta
nova tecnologia. Pode-se afirmar que, com exceção
dos cultivos orgânicos que visam o consumo de soja
sem a adição de agroquímicos, praticamente toda
área cultivada com esta cultura aplica-se herbicidas.
A grande aceitação por parte dos produtores de soja
ao emprego destes insumos se deve à alta eficiência
no controle das plantas daninhas, ao alto rendimen-
to operacional, à presença de herbicidas altamente
seletivos aos principais cultivares nacionais e ao
menor custo, quando comparado aos outros méto-
dos de controle disponíveis. Atualmente tem-se bus-
cado moléculas herbicidas que causem menor
impacto negativo ao ambiente sem, no entanto, di-
minuir a eficiência no controle.

A utilização de inoculantes à base de bactéri-
as fixadoras de nitrogênio (N2) (Bradyrhizobium sp.),
aplicados junto às sementes de soja, é prática roti-
neira na condução da cultura. Essa operação tem
apresentado resultados altamente positivos agrono-
micamente, principalmente em solos onde a cultura
nunca foi conduzida, ou em solos com poucos anos
de cultivo de soja, pois, a partir de um certo período
com cultivo de sementes de soja inoculadas, os
rizóbios já começam a estar presentes no solo
(indígenos).  A fixação de N2 atmosférico, realizada
pela associação soja-rizóbio, pode contribuir com
mais de 70% do requerimento do N total necessário à
cultura (Thurlow e Hilbold, 1985; Marenco et al., 1993).

Segundo Kishinevsky et al. (1988) é possível
que substâncias químicas presentes nas formulações
dos herbicidas, como solventes, surfatantes, e agen-
tes molhantes possam contribuir para os efeitos ini-
bitórios ao desenvolvimento de estirpes de rizóbios.
Esses efeitos podem ser diretos (prejudicando os
rizóbios), indiretos (prejudicando as plantas hospe-
deiras e/ou estimulando microrganismos antagôni-
cos aos rizóbios), ou em ambos processos (Moorman,
1986; Cardina e Hartwig, 1988). De acordo com
Gonzalez et al. (1996), herbicidas que afetam a for-
mação e o crescimento de pêlos radiculares podem
prejudicar a infecção das bactérias. O declínio in-
duzido pelos herbicidas na nodulação de leguminosas
pode ser o resultado de injúrias ao sistema radicular
dessas espécies ou dos efeitos tóxicos aos rizóbios
antes ou durante o processo de infecção (Eberbach
e Douglas, 1989), todavia, também pode ser devido

à redução na atividade da nitrogenase, provocada
pelo déficit de suprimentos de fotoassimilados aos
rizóbios, causado por injúrias dos herbicidas às plan-
tas (Haahtela et al., 1988; Patnaik et al., 1995). Os
herbicidas também podem prejudicar a nodulação,
por inibirem a produção de enzimas celulíticas e
pectolíticas produzidas pelos rizóbios e essenciais ao
processo de penetração nos pêlos radiculares
(Mahmoud e Omar, 1995).

Para Gonzalez et al. (1996), os efeitos dos
herbicidas sobre o crescimento rizobial devem ser
avaliados usando produtos comerciais e produtos
técnicos, pois assim, pode-se diferenciar os efeitos
do ingrediente ativo e dos adjuvantes presentes na
formulação. Para estes autores, as substâncias pre-
sentes na formulação podem mascarar o efeito �ver-
dadeiro� do herbicida sobre os microrganismos. O
glyphosate é um herbicida de amplo espectro de ação
pertencente ao grupo dos herbicidas inibidores da
biossíntese de aminoácidos, não-seletivo à cultura
da soja. No entanto, existe a possibilidade legal da
introdução, no País, de cultivares de soja
transgênicos, apresentando resistência a esse
herbicida. Vários trabalhos constataram que o
glyphosate apresentou toxicidade a estirpes de
rizóbios ou prejudicou a nodulação de leguminosas
inclusive da soja (Eberbach e Douglas, 1989; San-
tos e Flores, 1995; Hernandez et al., 1999; Kannan
et al., 1999; Busse et al., 2001). Entretanto, em razão
da grande variabilidade nas respostas à presença de
herbicidas por estirpes de rizóbios (Alagavadi e Reddy,
1986; Kishinevsky et al., 1988; Paromenskaya et al.,
1998), são necessárias avaliações dessa natureza
com as estirpes utilizadas no Brasil, uma vez que
resultados importados podem não se enquadrar às
condições edafoclimáticas do País.

O objetivo do trabalho foi avaliar o impacto
de componentes isolados do glyphosate potássico e
da formulação comercial Zapp Qi sobre estirpes de
Bradyrhizobium sp., utilizadas comercialmente como
inoculantes na cultura da soja no Brasil.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratório
de Associações Biológicas (FBN)/BIOAGRO, per-
tencente ao Departamento de Microbiologia da Uni-
versidade Federal de Viçosa, Viçosa � MG.

As soluções-estoque dos herbicidas foram pre-
paradas mediante a mistura de água destilada e
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deionizada aos tratamentos herbicidas, sendo pos-
teriormente esterilizadas por filtração (filtro Milipore
0,25 µm) em condições assépticas.

As estirpes de Bradyrhizobium sp. foram obti-
das da Coleção de Bactérias Diazotróficas do Cen-
tro Nacional de Pesquisa da Embrapa/Agrobiologia,
sendo as culturas estocadas em frascos de agar in-
clinado com meio à base de extrato de levedura e
manitol como fonte de carbono (meio YEM), com-
posto, em g L-1, por: Manitol, 10; K2HPO4, 0,05;
MgSO4, 0,02; NaCl, 0,01; extrato de levedura, 0,5;
ágar, 15 e com pH ajustado em 6,8 à temperatura
de 4 °C. A ativação destas culturas foi realizada se-
gundo método descrito pela Embrapa (1994), sendo
realizada, posteriormente, sua inoculação em
erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de meio YEM
líquido, incubados em agitador rotatório a 150 rpm
e temperatura de 25 °C, até atingir densidade ótica
(DO) a 560 nm, equivalente a 108 unidades forma-
doras de colônia (UFC) por mL.

O efeito do herbicida no crescimento das es-
tirpes de Bradyrhizobium sp. foi avaliado mediante
leitura da DO em espectrofotômetro (Titertek
Multiskan Plus MKII), a 560 nm, em intervalos de
quatro em quatro horas, até completarem 24 horas
e, após, de 12 em 12 horas, até a paralisação do
crescimento. Para isso, foram utilizadas placas de
ELISA com 96 células de 300 mL de capacidade
volumétrica, onde foram adicionados 180 mL de
meio YEM líquido estéril (1,5 vez concentrado),
60 mL da solução-estoque estéril dos herbicidas e
15 mL das culturas ativadas, totalizando 255 mL de
solução. Em seguida, as placas foram incubadas no
escuro, em câmara de crescimento a 25 °C, de onde
foram retiradas somente para as leituras de DO e
imediatamente recolocadas neste local, até o final
das leituras. O experimento foi constituído de um
arranjo fatorial 4 x 3, totalizando 12 tratamentos,
sendo a combinação de quatro tratamentos com
herbicida: padrão N-(phosphonomethyl) glycine
(99% de pureza) (PMG), padrão mais sal potássico,
sem aditivos comerciais (PMS) e o produto comer-
cial Zapp Qi (50% do e.a.), mais controle (sem adi-
ção do herbicida) e três estirpes de Bradyrhizobium
sp. (SEMIA 5019, SEMIA 5080 e SEMIA 587). Estes
tratamentos foram dispostos em delineamento intei-
ramente casualizado, com seis repetições. As con-
centrações utilizadas foram de 18,0; 27,7 e 36,0 mg
L-1, respectivamente para PMG, PMS e Zapp Qi,
correspondentes a, aproximadamente, 3,6 kg ha-1

do produto glyphosate. Os resultados obtidos após
155 horas de incubação (período este verificado em

ensaios preliminares, como de maior estabilidade no
crescimento das estirpes antes da fase de decrés-
cimo) foram submetidos à análise de variância e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Também se utilizou análise de regres-
são para se traçar curvas de crescimento bacteriano
durante o período de avaliação para os diferentes
tratamentos avaliados.

Resultados e Discussão

Foi observado, para as estirpes de
Bradyrhizobium sp., no tratamento controle (sem
adição de herbicida) lento crescimento com parali-
sação, em média, após 130 horas de inoculação, o
que é característico do gênero Bradyrhizobium, con-
forme descrito por Embrapa (1994).

Todas as estirpes de rizóbio foram afetadas
negativamente pelos tratamentos herbicidas apresen-
tando decréscimo significativo no crescimento (Fi-
guras 1, 2 e 3 e Tabela 2). As equações de ajuste,
juntamente com o coeficiente de determinação das
curvas de crescimento, para todas as estirpes, são
mostradas na Tabela 1.

A estirpe SEMIA 5019 foi menos afetada pelo
produto comercial, com redução no crescimento de
7,64%, comparado ao tratamento controle sem adi-
ção de herbicida (Tabela 2). Pela curva de cresci-
mento desta estirpe pode-se observar maior efeito
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Figura 1. Efeito do glyphosate padrão N-(phosphonomethyl)
glycine (PMG), PMG + sal potássico (PMS) e o produto comercial
Zapp Qi, sobre o crescimento da estirpe de Bradyrhizobium sp.
SEMIA 5019, medido pelo aumento da densidade ótica (DO).
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de toxicidade causado pelo PMG e PMS, já a partir
de 40 horas após a inoculação (Figura 1). Às 155
horas da incubação os valores de DO foram de 72,97
e 65,53%, respectivamente para PMG e PMS, toda-
via não diferindo estatisticamente (Tabela 2).

 A estirpe SEMIA 5080 foi mais sensível ao
produto comercial Zapp Qi, comparada às demais,
sendo observada redução no crescimento, às 155
horas após inoculação, de mais de 40% (Tabela 2).
Para esta estirpe também não se observou diferença
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Figura 2. Efeito do glyphosate puro padrão N-(phosphonomethyl)
glycine (PMG), PMG + sal potássico (PMS) e o produto comercial
Zapp Qi, sobre o crescimento da estirpe de Bradyrhizobium sp.
SEMIA 5080, medido pelo aumento da densidade ótica (DO).
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Figura 3. Efeito do glyphosate puro padrão N-(phosphonomethyl)
glycine (PMG), PMG + sal potássico (PMS) e o produto comercial
Zapp Qi, sobre o crescimento da estirpe de Bradyrhizobium sp.
SEMIA 587, medido pelo aumento da densidade ótica (DO).

estatística entre os tratamentos PMG e PMS, com
comportamento semelhante a SEMIA 5019 (Ta-
bela 2). Contudo, quando se avalia a evolução do
crescimento para esta estirpe, observa-se maior dis-
crepância entre o tratamento controle e os demais
tratamentos herbicidas, sendo estes últimos seme-
lhantes quanto à toxicidade (Figura 2).

Foi observado, dentre as estirpes avaliadas,
menor toxicidade dos tratamentos PMG e PMS para
SEMIA 587, sendo que os valores de inibição do
crescimento, às 155 horas após inoculação foram
de 23,78% e 9%, respectivamente para o PMS e
PMG (Tabela 2). Esta estirpe se mostrou como a mais
tolerante ao glyphosate puro (PMG). Para SEMIA
587, a toxicidade do produto comercial Zapp Qi foi
semelhante ao produto puro mais sal potássico PMG
(Tabela 2).

A redução do crescimento das estirpes de
Bradyrhizobium sp. na presença dos componentes
do glyphosate, provavelmente se deve a inibição da
atividade da enzima EPSP sintase e a conseqüente
redução da síntese de aminoácidos aromáticos nas
células bacterianas. Quanto à resposta diferenciada
entre as estirpes, é provável que os efeitos específi-
cos do sal potássico (PMS) e dos demais aditivos
presentes na formulação comercial (Zapp Qi), como
solventes, surfatantes, e agentes molhantes, promo-
vam diferentes graus de sensibilidade entre espécies
de Bradyrhizobium sp., como é o caso de SEMIA
587 que se mostrou mais tolerante na presença do
PMG do que as demais estirpes (Tabela 2).

Haahtela et al., (1988) testaram o glyphosate
puro e na formulação comercial Roundup (sal de
isopropilamina) sobre vários microrganismos e ob-
servaram que as concentrações entre 25 e 100 mg L-1,
afetaram, significativamente, o crescimento de bac-
térias do gênero Enterobacter, todavia com maior
toxicidade para a formulação comercial na maior
concentração.

Entre as estirpes pode-se perceber que os
aditivos presentes na formulação comercial Zapp Qi
diminuíram, em parte, o efeito de toxicidade do sal
de glyphosate sobre SEMIA 5019, contudo não in-
terferindo no crescimento das demais estirpes
(Tabela 2).

Cardina et al. (1986) e Kishinevsky et al. (1988)
verificaram efeitos inibitórios de alguns surfatantes
sobre estirpes de Rhizobium leguminosarum. Tam-
bém Malkomes (2000) verificou que os aditivos pre-
sentes na formulação dos pesticidas afetam os
microrganismos.
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Tabela 1. Equações das curvas de regressão relacionando densidade ótica (DO 560 nm) e tempo de avaliação
(horas), para o controle (sem adição de herbicida), produto puro padrão N-(phosphonomethyl) glycine 18,0 mg L-

1 (PMG), PMG + sal potássico 27,7 mg L-1 (PMS) e o produto comercial Zapp Qi, 36,0 mg L-1, testados sobre o
crescimento das estirpes de Bradyrhizobium sp. SEMIA 5019, SEMIA 5080 e SEMIA 587.

Tabela 2. Efeito do produto puro padrão N-(phosphonomethyl) glycine 18,0 mg L-1 (PMG), PMG + sal potássico
27,7 mg L-1 (PMS) e o produto comercial Zapp Qi, (36,0 mg L-1) sobre o crescimento de estirpes de Bradyrhizobium
sp., medido pelo aumento da densidade ótica (DO), 155 horas após inoculação.

Controle 100,0 a A 100,0 a A 100,0 a A
PMG 72,97 c B 68,86 b B 91,03 bA
PMS 65,53 c B 62,18 bc B 76,22 c A
Zapp Qi 92,36 b A 58,79 c C 73,88 c B

Redução no crescimento (%)
Tratamentos

SEMIA 5019 SEMIA 5080 SEMIA 587

Médias seguidas de letras iguais, maiúscula na linha e minúscula na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Conclusões

� Todas as estirpes avaliadas foram afetadas pelos
componentes de glyphosate.

• A formulação comercial Zapp Qi, comparada ao
produto puro e o produto puro + sal potássico, foi
menos tóxica a estirpe SEMIA 5019.

• A seguinte ordem crescente de tolerância das estir-
pes aos tratamentos herbicidas pode ser
estabelecida: SEMIA 5019 = SEMIA 5080 <
SEMIA 587, para o produto puro N-

(phosphonomethyl) glycine e produto puro mais sal
potássico, e SEMIA 5080 < SEMIA 587 < SEMIA
5019 para Zapp Qi.

• Entre os tratamentos herbicidas pode-se estabele-
cer a seguinte ordem crescente de toxicidade: Zapp
Qi < N-(phosphonomethyl) glycine = N-
(phosphonomethyl) glycine mais sal, para SEMIA
5019; N-(phosphonomethyl) glycine = N-
(phosphonomethyl) glycine mais sal < Zapp Qi,
para SEMIA 5080 e N-(phosphonomethyl) glycine
< N-(phosphonomethyl) glycine mais sal = Zapp
Qi, para SEMIA 587.

Estirpes Tratamentos Equações Coeficiente de
determinação (R2)

Controle Ŷ = 0,0153x/(1+0,0419x) 0,96

PMG Ŷ = 0,0149x/(1+0,0566x) 0,95

PMS
Ŷ

= 0,0185x/(1+0,0831x) 0,95
Zapp Qi = 0,0127x/(1+0,0349x) 0,98

Controle Ŷ = 0,0117x/(1+0,0593x) 0,98

PMG Ŷ = 0,0174x/(1+0,1407x) 0,96

PMS Ŷ = 0,0288x/(1+0,2596x) 0,88

Zapp Qi Ŷ = 0,0380x/(1+0,3542x) 0,87

Controle Ŷ = 0,0025x/(1+0,0088x) 0,93

PMG Ŷ = 0,0021x/(1+0,0080x) 0,94

PMS Ŷ = 0,0027x/(1+0,0143x) 0,93

Zapp Qi Ŷ = 0,0019x/(1+0,0088x) 0,91

SEMIA 5019

SEMIA 5080

SEMIA 587
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