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Sensibilidade de estir pes de Bradyrhizobium ao glyphosate

Rodrigo Josemar Seminoti Jacquest, Sérgio de Oliveira Procopio?, José Barbosa dos Santos®, Maria Catarina
Megumi Kasuya*, Anténio Alberto da Silva®

RESUMO

A aplicacdo do glyphosate sobre a soja resistente a este herbicida pode causar prejuizos & simbiose com o rizébio.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade ao herbicida glyphosate de trés estirpes de Bradyrhizobium
recomendadas paraa producéo deinocul antes de sementes de sojano Brasil. Avaliou-se 0 efeito das concentractes de
0,0; 5,4;10,8; 21,6 43,2 ug L * doingrediente ativo do glyphosate [ N-(fosfonometil) glicina] nomeio Y M liquido sobre
0 crescimento de B. japonicum (estirpe SEMIA 5079) edeB. elkanii (estirpe SEMIA 5019 e estirpe SEMIA 587), por
meio de leituras das densidades 6ticas e geracéo de curvas de crescimento. As redugdes de crescimento na presenca
damenor concentracdo do glyphosate foram de 18% para SEMIA 5079, 29% paraSEMIA 5019 e de 35% paraSEMIA
587, sendo, de modo geral, quanto maior aconcentragéo do herbicidano meio de culturamaior ainibi¢ao do crescimen-
to. As estirpes apresentaram sensibilidade diferencial somente as concentragdes mais baixas do glyphosate; nesse
caso, foi possivel determinar aseguinte ordem de sensibilidade: SEMIA 587 > SEMIA 5019 > SEMIA 5079. Essasensibi-
lidade diferencial é dependente da concentracao do herbicida, poisnapresencade 43,2 ug L-1 todas as estirpestiveram seu
crescimento severamente reduzido, ndo havendo diferencaentre elas.

Palavras-chave: Herbicida, soja, inoculante, rizébio, EPSPs.

ABSTRACT
Sensitivity of Bradyrhizobium strainsto glyphosate

Glyphosate applicationsto glyphosate-resi stant soybean may impair symbiosiswith Bradyr hizobium, asymbiotic
bacterium. This study evaluated the sensitivity to glyphosate of three Bradyrhizobium strains used commercially in
soybean crop in Brazil. The concentrations (0.0; 5.4; 10.8; 21.6 e43.2 ug L™?) of the active ingredient glyphosate [ N-
(phosphonomethyl)glycine] were added to YM liquid medium for the growth of one strain of B. japonicum (SEMIA
5079) and two strains of B. elkanni (SEMIA 5019 and SEMIA 587) inoculated as pure culture. The herbicide effect on
the growth of the tested strains was assessed by optical density and growth curves were established for each strain.
Reductionin growth of strainsin the lowest glyphosate concentration were 18% for SEMIA 5079, 29% for SEMIA 5019
and 35% for SEMIA 587. Ingeneral, the higher the concentration of the herbicidein the culture medium, the greater the
growthinhibition. The strains showed differential sensitivity only at the lowest concentrations of glyphosate, allowing
the determination of the following order of sensitivity: SEMIA 587>SEMIA 5019>SEMIA 5079. This differential
sensitivity is dependent on the herbicide concentration, sincein the presence of 43.2 ug L all strains severely reduced
growth, not showing difference among them.

K ey words: Herbicide, soybean, inoculant, rhizobium, EPSPs.
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INTRODUCAO

No Brasil, asojaéaculturaque ocupaamaior areade
cultivo, sendo essa superior a 21 milhdes de hectares na
safra2007/2008 (Embrapa, 2009). Com excegdo dos culti-
Vos organicos, os herbicidas sdo aplicados em pratica-
mentetodaessa drea, fazendo com que asojasejaacultu-
raquetem o maior volume aplicado de herbicidas no Pais
(Santoset al., 2005).

O glyphosate € um herbicida foliar, ndo seletivo, de
amplo espectro, cujo modo de acdo se dapelainibicdo da
enzimaEPSPs (5-enol piruvil-shiquimato-3-fosfato sintase,
EC 2.5.1.19) dasplantas, integrante darota do shiquimato,
gue éresponsavel pela sintese dos aminoéacidos arométi-
cos (Buchanan et al., 2000).

Os avangos biotecnol 6gicos tém resultado no desen-
volvimento de cultivares de sojaresistentes ao glyphosate
(RR), devido ainsercdo na planta de um gene da EPSPs
insensivel a este herbicida, oriundo da Agrobacterium
CP4 (Padgette et al., 1995). Com isso, o glyphosate pode
ser aplicado em pds-emergéncia sobre a cultura da soja
RR, levando a morte somente as plantas daninhas.

Apesar dos resultados técnico-econdmicos positivos
dessa pratica, o glyphosate pode prejudicar o processo
defixagdo de N, realizado pelasimbiose dasoja RR com
as bactérias do género Bradyrhizobium (Eberbach &
Douglas, 1989; Reddy et al., 2000; King et al., 2001). Em
vistadagrande demandade energiaparaafixagdo deN,,
0s nddul os sdo considerados drenos de fotoassimilados.
O glyphosate pode ser transportado pelo floema, junta-
mente com os fotoassimilados, até os nédulos e vir a ser
téxico as células do Bradyrhizobium, que possuem a
enzimaEPSPs sensivel aesse herbicida(Hernandez et al.,
1999). Porcdes de glyphosate presentes nos nddulos de
sojaRR foram quantificadas 14 dias ap0s a aplicagdo des-
se herbicida, encontrando-sevalor de 147 ng g* de massa
seca(Reddy & Zablotowicz, 2003).

Apesar dos ja comprovados prejuizos do glyphosate
ao crescimento dos rizébios e de outros microrganismos
dosolo (Schulz et al., 1985; Moorman,1986; Santoset al.,
2005; Zabaloy & Gbémez, 2005), podera haver diferenca
entre as estirpes de Bradyrhizobium quanto a sensibili-
dade aesse herbicida (Mallik & Tesfai, 1985; Hernandez
etal., 1999). Esse comportamento também foi observado
gquando da avaliagéo do efeito de outros xenobidticos que
ndo o glyphosate no crescimento do Bradyrhizobium
(Borgesetal., 1990; Arrudaet al., 2001).

Alguns autores ja recomendaram que a selecéo de
estirpes para uso em inoculantes de soja considere, além
dacaracteristicade nodulagéo e defixacdo de N, aresis-
téncia aos pesticidas mais comumente utilizados na cul-

tura (Borges et al., 1990). Assim, o objetivo deste traba-
Iho foi avaliar a sensibilidade ao ingrediente ativo
glyphosate de trés estirpes de Bradyr hizobium, atual mente
recomendadas para a producéo de inocul antes de semen-
tesde sojano Brasil.

MATERIAL EMETODOS

As estirpes de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 e
SEMIA 5019 edeB. japonicum SEMIA 5079 foram cedi-
das pelo Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia/
EMBRAPA, sendo estocadas a temperatura de 4 °C em
meio YM sdlido, cuja composicdo é, em g Lt manitol,
10,0; K,HPO,, 0,5;MgSO,, 0,2; NaCl, 0,1, extrato deleve-
dura, 0,5; &gar, 15,0; eempH, 6,8.

O experimento congtituiu-sedeum arranjo fatorial com-
pleto 3x5, sendo trés estirpes de Bradyrhizobium e cinco
concentragdes de glyphosate em meio de cultura. Os 15 tra-
tamentos foram dispostos em delineamento inteiramente
casualizado, com seis repeticles.

As solucdes do glyphosate foram preparadas imedia-
tamente antes do uso, mediante a mistura do ingrediente
ativo N-(fosfonometil) glicina (99% de pureza) com agua
ultrapura (Milli-Q®), sendo posteriormente esterilizadas
por filtrag8o (filtro Millipore®, 0,25 um), em condicBes
assepticas. Utilizaram-se as concentragdesde 0,0; 5,4; 10,8;
21,6; e43,2 ug L1 do ingrediente ativo do glyphosate em
meio Y M liquido, o que corresponde, respectivamente, as
dosesde0,0; 1,5; 3,0; 6,0e 12,0 L ha daformulacéo co-
mercial com 36% de equivalente &cido.

A ativagdo das estirpes foi realizada em frascos
erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL demeio YM liqui-
do, mediante a inoculagdo das estirpes e incubacdo em
agitador rotat6rio a 125 rpm e temperatura de 25 °C por
trésdias. ApGs o crescimento, umaaliquotade 15 ulL das
estirpes foi inoculada em placas de ELISA de 96 cdulas
com capacidade volumétricade 300 uL, contendo amistu-
raestéril de 180 uL demeio YM liquido (1,33 vez concen-
trado) e 60 uL da solugdo do herbicida. Em seguida, as
placasforam incubadas no escuro, a28 °C, de ondeforam
retiradas somente paraas|eituras de densidade 6tica(DO),
sendo imediatamente recol ocadas nesse local até o fina
dasleituras. O crescimento das estirpesfoi avaliado pela
leitura da DO a 560 nm em espectrofotdmetro (Titertek
Multiskan Plus MKII, New York, USA), emintervalosde
quatro horas nas primeiras 24 horas e, apés, de 12 horas
até aestabilizagdo do crescimento, que ocorreu 126 horas
apos o inicio daincubacéo.

Os dados quantitativos foram analisados por regres-
s80 para a geracdo das curvas de crescimento. A compa-
racdo de médias para as variaveis qudlitativas foi feita
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

O crescimento das trés estirpes de Bradyrhizobium
foi reduzido em todas as concentractes avaliadas do prin-
cipio ativo do glyphosate no meio de cultura com o au-
mento do tempo deincubagdo (Figuras 1, 2 e 3), demons-
trando que a presenca de peguenas concentractes deste
herbicida é suficiente para inibir o crescimento do
Bradyr hizobium. Harelatos de reducéo médiade 61% no
crescimento de varias estirpes de Bradyrhizobium que
haviam crescido em meio de cultura contendo o ingredi-
ente ativo do glyphosate (Zablotowicz & Reddy, 2004).

A estirpe SEMIA 587 teve seu crescimento inibido em
34,56% namenor concentragéo do glyphosate (Figurale
Tabela 1). Com o0 aumento das concentragdes, 0 cresci-
mento foi sendo progressivamente inibido, ndo havendo,
no entanto, diferencas entre as duas maiores concentra-
¢Oes, indicando que em 21,6 pug L j& pode ter havido
graves prejuizos ao crescimento do rizobio, umavez quea
presenca do dobro da concentragéo do herbicida ndo re-
sultou em maiores reducfes do crescimento.

Namenor concentracdo avaliada, aestirpe SEMIA 5019
reduziu seu crescimento em 29,25%, n&o diferindo esta-
tisticamente da concentragéo subsequente (Figura2 e Ta-
bela 1). Nas duas maiores concentragcdes houve reducdo
progressiva do crescimento, demonstrando que essa es-
tirpe conseguiu manter o crescimento proximo de 70% do
controle na presenca de 10,8 ug L, tendo a presenca de
mai ores concentragdes do glyphosate resultado aindaem
maior reducdo de crescimento.

A estirpe SEMIA 5079 teve amenor reducdo de cresci-
mento naconcentracdo mais baixade glyphosate e, assim
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Figura 1. Crescimento da estirpe de Bradyrhizobium elkanii
SEMIA 587 em diferentes concentragdes (H) de glyphosate,
durante 126 horasdeincubacgo. Vigosa, 2005. Equacdesdascurvas
de crescimento: [0,0: Y = 0,0113H/(1+0,0126H), R2 = 0,96];
[5,4: Y =0,0110H/(1+0,0206H), R2=0,97]; [10,8: Y = 0,0140H/
(1+0,0375H), R2 = 0,97]; [21,6: ¥ = 0,0185H/(1+0,0662H),
R2 =0,98]; [43,2: Y = 0,0207H/(1+0,0798H), R2 = 0,97].
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como a SEMIA 5019, ndo houve diferenca estatistica de
crescimento em rel agdo a concentracdo subsequente (Fi-
gura3 eTabelal). Com o aumento da concentracdo para
21,6 ug L, essa estirpe reduziu o seu crescimento em
somente 27,66% em relacdo ao controle, demonstrando
gue conseguiu manter um crescimento préximo a 70%
nessa concentragdo. Porém, aconcentragdo de43,2ugL-
! glyphosate no meio de cultura reduziu drasticamente o
crescimento dessa estirpe.

Nas curvas de crescimento apresentadas nas Figuras
1, 2 e 3 é possivel observar que o efeito inibitdrio do
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Figura 2. Crescimento da estirpe de Bradyrhizobium elkanii
SEMIA 5019 em diferentes concentragdes (H) de glyphosate,
durante 126 horasdeincubacao. Vigosa, 2005. Equagdesdascurvas
de crescimento: [0,0: ¥ = 0,0118H/(1+0,0160H), R2=0,99]; [5,4:
Y = 0,0102H/(1+0,0179H), R2 =0,98]; [10,8: Y = 0,0100H/
(1+0,0189H), R2 = 0,98]; [21,6: Y = 0,0100H/(1+0,0245H), R2
=0,99]; [43,2: Y = 0,0100H/(1+0,0289H), R2 = 0,97)].
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Figura 3. Crescimento da estirpe de Bradyr hizobium japonicum
SEMIA 5079 em diferentes concentragdes (H) de glyphosate,
durante 126 horasdeincubacao. Vigosa, 2005. Equagdesdascurvas
de crescimento: [0,0: Y = 0,0096H/(1+0,0090H), R?=0,94]; [5,4:
Y = 0,0105H/(1+0,0252H), R? =089; [108 Y = 0,0112H/
(1+0,0277H), R =0,84]; [21,6: Y = 0,0050H/(1+0,0131H), R?=
0,97]; [43,2: Y = 0,0052H/(1+0,0303H), R? = 0,83].
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Tabela 1. Crescimento relativo (%) de trés estirpes de Bradyrhizobium ap6s 126 horas de incubagdo em meio de cultura YM
contendo cinco concentragdes de glyphosate (mg L ). Vigosa, 2005

Concentracdes

de glyphosate* SEMIA 587 SEMIA 5019 SEMIA 5079
0,0 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
54 65,44 bC 70,75 bB 81,58 bA
10,8 53,20 cC 66,43 bB 78,52 bA
21,6 44,96 dC 51,94 cB 72,34 cA
43,2 41,70 dA 41,03 dA 42,23 dA

Médias seguidas de uma mesma letra, maiUscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro.

glyphosate manisfestou-se pela reducédo da fase
logaritmicade crescimento dasestirpesavaliadas. Demodo
geral, observa-se que quanto maior a concentracdo de
glyphosate menor afaselogaritmicae maior afase estaci-
onéria. Exempl o tipico desse comportamento foi observa-
do com aestirpe SEMIA 587 (Figura 1). Naausénciado
glyphosate no meio de cultura, afaselogaritmicade cres-
cimento teve duragéo aproximadade 72 horas. Porém, na
presencadas concentragdesde 5,4; 10,8; e21,6 ugL* do
ingrediente ativo do glyphosate em meio YM liquido as
fases logaritmicas de crescimento foram reduzidas para
48, 36 e 24 horas, respectivamente, tendo na concentra-
¢a0 43,2 ug L * aduragéo dafaselogaritmicanéo diferido
da concentragdo de 21,6 ug L* e também teve duracdo
aproximada de somente 24 horas. Como afase estaciona
riaapresenta crescimento nulo ou muito baixo, essaredu-
¢do0 da fase logaritmica foi responsavel pelos menores
crescimentos relativos observados na presenca das dife-
rentes concentracdes de glyphosate apds 126 horas de
incubacdo (Tabelal).

A toxicidade do glyphosate as células do rizébio pode
consequente inabilidade celular para a sintese de amino-
acidosaromaticos; ii) gasto excessivo de energia (adeno-
sina trifosfato e fosfoenolpiruvato) para a producéo de
acidos hidroxibenzdicos, como forma de “ consumo” do
shiquimato acumulado nacélulg; eiii) toxicidade dos &ci-
dos hidroxibenzéicos produzidos a partir do shiquimato
(Zablotowicz & Reddy, 2004). Assim, areducdo daativi-
dade da EPSPs pelo glyphosate diminui a produgdo de
triptofano, tirosina e fenilalanina, o que compromete a
sintese de proteinas e, por consequéncia, o crescimento
celular (Caldwell, 1999). Esse efeito é comprovado quan-
do a adic&o desses aminoacidos ao meio de cultura con-
tendo o glyphosate permite que as células do rizébio re-
tomemo crescimento (Liuet al., 1991).

Por outro lado, quando a adi¢&o dos aminoécidos ndo
resulta naretomadado crescimento, é provavel queaini-
bi¢do causada pelo glyphosate esteja relacionada ao gas-
to excessivo de energia para a producdo de acidos
hidroxibenzdicos e a subsequente toxicidade desses as

célulasdo rizébio. Estirpes de Bradyr hizobium crescidas
na presenca do glyphosate apresentaram um incremento
na concentracdo do shiquimato intracelular de até 200 ve-
zes superior ao controle (Hernandez et al., 1999). O &cido
protocatecdico apresentou valores 130 vezes maiores nas
células do Bradyrhizobium que havia crescido na presenca
do glyphosate, se comparado aosval ores observados quando
0rizébio haviacrescido sem esseherbicidano meio de cultu-
ra(Moorman, 1986).

O aumento da concentracéo de glyphosate no meio
de cultura reduziu exponencialmente o crescimento das
estirpes de Bradyr hizobium (Figura4), demonstrando que
houve grande redugdo de crescimento em baixas concen-
tracBes do herbicida. Este comportamento pode indicar
gue peguenos aumentos na concentragcdo de glyphosate
nos nddulos das plantas de soja RR podem resultar em
decréscimos significativos damultiplicacdo intrarradicul ar
dosrizobios, que é umadas etapas de grande importancia
paraaformacdo dosnddulos (Prell & Poole, 2006).
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Figura 4. Crescimento relativo das estirpes de Bradyrhizobium
elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019 e de B. japonicum SEMIA
5079 napresencade diferentes concentracGes (H) de glyphosate
no meio de cultura, apds 126 horas de incubacéo. Vicosa, 2005.
EquagBes das curvas: [SEMIA 587: ¥ = 501,20/(5,3432+H),
R2=0,89]; [SEMIA 5019: ¥ = 684,46/(7,2046+H), R*=0,95];
[SEMIA 5079: Y = 1112,42/(11,3016+H), R?=0,93].
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Com o crescimento relativo das trés estirpes nas con-
centragbesde5,4; 10,8; e21,6 ug L deglyphosate (Tabela
1), verificou-seque aestirpe SEMIA 587 foi amaissensivel
aesse herbicida, seguidadaestirpe SEMIA 5019, que apre-
sentou comportamento intermediério, e daestirpe SEMIA
5079, que demonstrou ser amaistol erante ao herbicida. Tal
fato pode indicar que a sensibilidade ao glyphosate pode
ser uma caracteristicainterespecifica. Schulz et al. (1985)
também observaram variagfes nataxade crescimento de 12
diferentes bactérias em meio de cultura contendo amesma
concentragdo desse herbicida. De forma a elucidar esse
comportamento, as enzimas EPSPs das bactériasforam ex-
traidas, sendo verificado que a inibicdo da atividade de
cada enzima ocorria em diferentes concentraces do
glyphosate. 1sso indicou que a sensibilidade das estirpes
a0 herbicida é consequéncia da sensibilidade diferencia
da enzima EPSPs ao glyphosate. Outra hipétese que pode
explicar a sensibilidade diferencial é a capacidade de
excregdo do shiquimato e dos &ci dos hidroxibenzdicos, que
se acumulam nas células em decorréncia do bloqueio da
EPSPs. Jafoi reportado que osisolados maistolerantes ao
glyphosate apresentaram maior capacidade de excrecéo
desses &cidos para 0 meio de cultura, podendo essa acéo
se congtituir num mecanismo de reducéo da toxicidade
intracelular das elevadas concentragfes do shiquimato e
acido hidroxibenzdico (Schulz et al., 1985; Moormanet al .,
1992; Hernandez et al., 1999).

No entanto, na maior concentracdo do glyphosate a
reducdo de crescimento das trés estirpes foi proxima a
60% do controle, ndo havendo diferencas entre elas (Ta-
bela 1). Isto indica que a tolerancia dessas estirpes ao
herbicida é relativa, ou sga, em concentraces elevadas do
glyphosate as diferencas de crescimento entre elas desapa-
recem, poismesmo as estirpes maistol erantestém seu cres-
cimento severamentereduzido.

Com base nestes resultados, os quais demonstram are-
ducéo significativa do crescimento de estirpes de
Bradyrhizobium pelo glyphosate, sugere-se arealizagéo de
experimentos em casade vegetacdo e no campo paraavaliar
os efeitos do glyphosate na nodulagéo e na fixagéo de N,
dos cultivares de soja RR atua mente utilizadas no Brasil,
além da possivel existéncia de sensibilidade diferencid na
interac&o planta-microrganismo.

CONCLUSOES

Todas as concentracdes do ingrediente ativo do
glyphosate reduzem significativamente o crescimento das
estirpes de Bradyrhizobium avaliadas, sendo essa re-
ducdo tanto maior quanto maior a concentragdo do
herbicida presente no meio de cultura. As estirpes de
Bradyrhizobium apresentam sensibilidade diferencial as
menores concentragGes do glyphosate, sendo possivel
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determinar aseguinte ordem de sensibilidade: SEMIA 587
> SEMIA 5019 > SEMIA 5079. Tal sensibilidade diferenci-
al é dependente da concentracéo do ingrediente ativo do
glyphosate no meio de cultura, tendo, na maior concen-
trac8o avaliada, todas as estirpes seu crescimento seve-
ramente reduzido.
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