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RESUMO

MALTY, Juliano dos Santos. Efeito do Roundup® (glifosato) sobre
Bradyrhizobium spp. e fungos micorrizicos arbusculares “in vitro” ¢ na
nodulagfio e micorrizacio da soja. 2004. 72 p. Dissertacdo (M&strado em Solos
¢ Nutricio de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, MG’

Especialmente no Brasil, o sucesso da cultura da soja (Glycme Max (L)
MERRIL) esti atrelado a tecnologia de producfio, que inclui a exploragdo da
simbiose da plama com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico.
pertencentm a0 género Bradyrhizobium, e da simbiose radicular com fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs). Neste sentido, o plantio direto, diminuindo os
efeitos deletérios da exposigio do solo, e o desenvolvimento e uso de moléculas
pestlcldas de baixa toxicidade, como aqueles a base de ghfosato sdo cada vez
mais constantes nas areas de produgio. O desenvolvimento da soja geneticamente
modificada tolerante ao glifosato, denominada soja Roundup Ready (RR), tem
contribuido para um maior uso do herbicida, tonando necessario conhecer
melhor os efeitos do herbicida neste agrossistema. O presente trabalho objetivou
avaliar o efeito do herbicida Roundup® (glifosato) sobre 3 estirpes de
Bradyrhizobium elkanii (BR 29, INPA 80A e INPA 553A), 1 de B. japonicum
(BR 86) e 3 espécies de FMAs (Gigaspora margarita, Glomus etunicatum ¢
Scutellospora heterogama), em meio de cultivo contendo doses crescentes do
herbicida, e sobre a nodulagio e micorrizagio da soja em solo que recebeu, antes
da semeadura, diferentes doses do herbicida. O Roundup mostrou-se inibitério
ao crescimento de Bradyrhizobium spp. e aos FMAs em meio de cultura, sendo
wseefeitodependentedadoseapliwdaedawﬁrpeou&spécieavaliad&No
entanto, a inibigio sO ocorreu em concentragio muito superior aquelas
normalmente esperadas em condi¢des reais de campo. Em funcdo da DI, pdde-se
constatar sensibilidade diferenciada no crescimento das estirpes bacterianas
avaliadas, sendo esta decrescente na seguinte ordem: BR 86 > INPA 80A > INPA
553A > BR 29. A germinagdo, bem como o crescimento dos tubos germinativos
dos esporos das FMAs, proporcionaram uma inibigdo diferenciada decrescendo
na seguinte ordem: G. efunicatum > S. heterogama > G. margarita. A aplicagdo
deRounduanosolo,atéadoseeqmﬁvalenteaIOL/hae 10 dias antes da
semeadura da soja, ndo influenciou a nodulagdo e a colonizagdo micorrizica da
planta.

Comité Orientador: José Oswaldo Siqueira - DCS/UFLA (Orientador); Fatima
M. S. Moreira — DCS/UFLA (Co-orientadora).



ABSTRACT

MALTY, Juliano dos Santos. Effect of Roundup® (glyphosate) on
Bradyrhizobium spp. and arbuscular mycorrhizal fungi “in vitro” and on
soybean nodulation and mycorhization. 2004. 72 p. Dnssertaw,o (Master in
Soils and Plants Nutrition) - Federal University of Lavras, MG’

Particularly in Brazil, the success of soybean Glycine Max (L.) MERRIL) crop is
connected to the production technology, that includes the use of the symbiotic
association between the plant nitrogen fixing bacteria belonging to the genus
Bradyrhizobium, and the root symbiosis with the arbuscular mycorrhizal fungi
(AMFs). Thus, the no tillage system, which reduces the deleterious effects of the
soils exposure, and the development and use of low toxicity pesticide molecules,

such as glyphosate, are been increasingly used in field crops. The development of
the geneticaly modified soybean tolerant to glyphosate, named Roundup Ready
(RR), has contributed to an increase in the use of this herbicide, and therefore,
requiring more knowledge about the potential effects of the herbicide on the
various components of the ecosystem The present work aimed to evaluate the
effect of the herbicide Roundup® (glyphosate) on 3 strains of Bradyrhizobium
elkanii (BR 29, INPA 80A and INPA 553A) and 1 of B. japonicum (BR 86), and
3 species of AMFs (Gigaspora margarita, Glomus etunicatum and
Scutellospora heterogama), in cultural medium containing increasing amounts of
the berbicide, and on nodulation and mycorhization of soyb&n, in soil previously
sprayed with different doses of the herbicide. The Roundup® inhibited the growth
of Bradyrhizobium spp. and AMFs in the cultural medium, being these effects
dependent upon dosis and microbial strains or species. However, such inhibition
only occurred under concentrations much larger than those normally found in real
field conditions. The growth of the bacterial strains showed different sensitivity to
increasing concentration of ghyphosate and upon IDs, their sensitinty decreased in
the following order: BR 86 > INPA 80A > INPA 553A > BR 29. The
germination, and germ tube growth of AMFs spores also exhibited differentiated
response to gyphosate decreasing in the following order: G. etunicatum > S.

heterogama > G. margarita. The soil application of Roundup® at rate equivalent
to up to 10 L/ha sprayed ten days before the sowing, had no influence neither in
nodulation nor in mycorhizal colonization of soybean.

*Adivisor Committe: José Oswaldo Siqueira — DCS/UFLA (Major Professor):
Fatima M. S. Moreira — DCS/UFLA.



1 INTRODUCAO

A safra brasileira 2003/2004 de soja (Glycine max) esta estimada em
aproximadamente 55 milhdes de toneladas, com um incremento de 13% em
relagdo a safra anterior (Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB,
2004), proporcionado ao Brasil o segundo lugar no ranking de produc3o do grao
no mundo.

Especialmente no Brasil, o sucesso da cultura esta atrelado a tecnologia
de produgio, que inclui a exploragdo da simbiose da planta com microrganismos
do solo, como bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, pertencentes ao
género Bradyrhizobium, que se associam as raizes proporcionando beneficios
como a substituigio da adubagdo nitrogenada. A soja também forma
naturalmente outra simbiose radicular com fungos do solo, o que favorece a
aquisicio de nutrientes € agua, proporciona maior protegdo contra patogenos ¢
melhora a agregagdo do solo. Somente a biofertilizagdo nitrogenada representa
uma economia da ordem de 1.4 bilhdes de dblares anuais, tornando o grao
brasileiro mais competitivo no mercado internacional em fung¢do da diminui¢do do
custo de produgio. Portanto, a simbiose eficiente do Bradyrhizobium € um fator
que contribui para o desenvolvimento da sojicultura brasileira e precisa ser
preservada.

Dada a importincia da cultura da soja no cenario mundial, estudos sobre
a planta tém se intensificado no mundo inteiro, visando maiores produtividades,
economia na produ¢do ¢ minimizagdo dos impactos ambientais advindos do
cultivo em larga escala. Assim, ¢ cada vez mais comum ¢ necessaria a utilizagdo
de técnicas e produtos que se adeqilem a esses novos conceitos de produgdo.

Neste sentido, o plantio direto, diminuindo os efeitos deletérios da exposicdo do



solo, ¢ o desenvolvimento ¢ uso de moléculas pesticidas de baixa toxicidade sdo
cada vez mais constantes nas areas de produgZo.

Para o manejo adequado desta cultura em sistema de plantio direto, o uso
de um herbicida nio seletivo, de contato, como aqueles a base de glifosato, tem se
destacado pela eficicia no controle das plantas daninhas e dessecagdo da cultura
formadora da palha. Estes herbicidas apresentam baixa toxicidade ambiental e
reduzido efeito residual no cultivo da soja, tornando-se os herbicidas mais .
utilizados no Brasil ¢ no mundo.

Com o avango da engenbaria genética no melhoramento de plantas,
obteve-se a soja geneticamente modificada tolerante ao glifosato, denominada soja
Roundup Ready (RR), que apresenta mecanismos de resisténcia a esse principio
ativo, viabilizando, assim, a aplicagdo do herbicida em pds-emergéncia em
relagio a soja. Devido as vantagens das cultivares transgénicas em expressar esta
caracteristica, seu uso atinge cerca da metade da area de soja no mundo. Com
isso, o uso deste herbicida aumentou muito e continuara aumentando em funcdo
da expansio dos cultivos transgénicos, como ocorre com a soja no Brasil.
Portanto, toma-se necessario conhecer melhor os efeitos do herbicida nos
componentes do agrossistema, em fun¢do de indicagSes de que o glifosato pode
apresentar efeito negativo no crescimento do rizébio, do desconhecimento dos
impactos da aplicagdo do quimico sobre fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) e do desenvolvimento do processo infectivo, de estabelecimento e/ou
funcionamento da associa¢do soja-endéfitos.

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito do herbicida
Roundup® (glifosato) sobre estirpes de Bradyrhizobium spp. e de FMAs,
crescidas em meio de cultivo contendo doses crescentes do herbicida, e sobre a
nodulagiio e micorrizacio da soja em solo que recebeu diferentes doses do
herbicida.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agrotéxicos e seus impactos no solo

0 solo recebe, de diversas formas, quantidades apreciaveis de compostos
quimicos sintéticos ndo existentes naturalmente no ambiente, chamados
xenobidticos (Moreira & Siqueira, 2002). A presenca destas substincias
antropogénicas no solo, é resultado de deposigdes intencionais, como a aplicagdo
de pesticidas, rejeitos industriais e urbanos, aterros sanitarios, entre outros, ou de
acidentes.

De todos os compostos xenobidticos que atingem o solo intencionalmente,
0s agrotoxicos merecem consideragdo especial, pois em virtude da larga
utilizagdo e conseqiiente volume comercializado em todo o mundo, a magnitude
do mercado agricola mundial supera os US$ 30 bilhGes anuais. Segundo dados do
Sindicato Nacional das Indistrias de Defensivos — SINDAG, do ano de 2000, o
Brasil ocupa a 7° colocagdo no consumo médio mundial de defensivos agricolas,
com 3,2 Kg ha”, movimentando US$ 2,5 bilhdes em vendas por ano. Em fungio
da extensa utilizagio dos agrotoxicos, vem aumentando o interesse da sociedade e
da comunidade cientifica em conhecer melhor o destino das moléculas pesticidas
no ambiente e seus impactos nos processos do solo € do ecossistema. No entanto,
a avaliacdo desses impactos ¢ complexa e dindmica, pois a taxa de degradagdo
dessas moléculas no solo ¢ fungdo de multiplos fatores, em que a densidade da
populagdo microbiana, as propriedades fisico-quimicas € a biodisponibilidade das
moléculas e fatores edaficos como pH, temperatura, umidade ¢ disponibilidade de
nutrientes sio fatores determinantes, agindo de forma isolada e/ou interagindo

entre si (Aislabie e Lloyd-Jones, 1995).

(V3]



Numerosas pesquisas demonstram que os pesticidas tém proporcionado
efeitos diferenciados direta ou indirctamente nos microrganismos do solo,
favorecendo ou inibindo-os, sendo estes efeitos permanentes ou temporarios. Essa
variacdo de resultados pode ser explicada pelos diversos componentes que atuam

o sistema quando se faz uma avaliagio comportamental dos microrganismos em
relacio a um pesticida. A condi¢gio experimental, as caracteristicas fisico-
quimicas do meio, a temperatura, a umidade, a luminosidade, o grupo microbiano
avaliado, a dose e principio ativo aplicado ¢ a sensibilidade da variavel resposta
sdo algumas das varidveis que devem ser avaliados, segundo Moreira & Siqueira
(2002). Ainda de acordo com estes autores, o impacto dos pesticidas sobre a
microbiota € os processos biologico do solo ¢ dificil de ser determinado com
precisdo, devido a nmatureza, heterogeneidade, dindmica dos efeitos e respostas
adaptativas das populagdes microbianas do solo.

Entre os pesticidas aplicados, os fungicidas e fumigantes sdo os produtos
que promovem alteragdes mais drasticas na microbiota do solo devido & sua agdo
intencional como agente antimicrobiano. No entanto, hi relatos de efeitos
indesejaveis também de herbicidas e inseticidas.

Greaves (1979), em revisdo literaria especifica sobre efeitos a longo
prazo sobre as comunidades microbianas nos solos, em fungio de aplicagdes de
herbicidas por um longo periodo, concluiu que sio pequenas as evidéncias de
ocorréncia de efeitos diretos desses quimicos nos microrganismos ou em suas
atividades no solo, atribuindo possiveis alteragdes nestes componentes aos efeitos
indiretos proporcionados pelos quimicos, como a redu¢do da matéria orginica em
funcdo do controle das plantas daninhas. Roslycky (1977), avaliando o efeito da
aplicagdo no solo de doses recomendadas de diversc;s herbicidas (paraquat,
isolado ou associado & linuron, diuron, atrazina, simazina e simazina mais

diuron), ndo observou grandes alteragSes nas populagSes de bactéria,



actinomicetos ¢ fungos do solo, em condicdo de laboratério e simulagdo de
campo, por 66 ¢ 77 dias, respectivamente, ¢ uma inibi¢do temporaria na
respiragio desses organismos, mesmo quando alguns herbicidas foram aplicados
em concentracoes extremas.

Além das possiveis alteragdes nas populagdes ¢ atividades microbianas
do solo, microrganismos endofiticos formadores de simbioses com as plantas,
como o rizébio e os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), podem ser
influenciados pelos herbicidas, alterando o comportamento dos mesmos no
processo infectivo, de estabelecimento e/ou de funcionamento da associagdo.
Neste sentido, Nemec & Tucker (1983), avaliando o comportamento do Glomus
etunicatum, inoculado em Ciftrus sp., observaram um efeito diferenciado na
porcentagem de infecgdo, nimero de vesiculas ¢ desenvolvimento de hifas do
fungo em fingio da dose ¢ do herbicida aplicado (bromacil, diuron, simazina,
trifuralina, PPG 844 ¢ paraquat). Em estudo com rizobio, Arruda et al. (2001)
observaram, em fungio do incremento nas doses dos herbicidas imazaquin,
clomazone e sulfentrazone, um decréscimo significativo no crescimento ou na
sobrevivéncia de quatro estirpes de Bradyrhizobium japonicum, os quais
apresentaram tolerancia diferenciada aos herbicidas.

Diferenciadas também foram as respostas encontradas por diversos
autores (Dunigan et al., 1972; Rennie & Dubetz, 1984; Bollich ef al., 1985;
Eberbach & Douglas, 1991; Marenco et al., 1993 ¢ Novo et al., 1996) para as
avaliagdes de peso e nimero de nodulos, atividade da nitrogenase e fixagdo do N
atmosférico em plantas de soja e de trevo em simbioses com bactérias formadoras
de nédulos, em funcio dos diversos herbicidas aplicados (excetuando o glifosato,
tratado especificamente no topico seguinte), tipos de solo e periodo de avaliagio,
evidenciando a especificidade de cada molécula, condigdes edafoclimaticas e

composi¢do microbiana do meio.



Esses experimentos ganham importincia diante das estimativas de
Charudattan (1993), que cita que mais de 90% da demanda total de pesticidas em
algumas culturas nos EUA, ¢ também em diversas outras partes do mundo, sio
por herbicidas. Isto porque as plantas daninhas sdo comsideradas o maior
problema mundial em termos de pragas agricolas, exigindo o uso de grandes
quantidades de herbicidas. Segundo o SINDAG (2002), existem no Brasil 278
principios ativos de agrotdxicos registrados, sendo 81 com acgdio herbicida, .

compondo mais de uma centena de formulagdes, com varias marcas comerciais.

2.2 O glifosato

2.2.1 Caracterizaciio e acio da molécula

Entre os herbicidas comercializados no mundo, o glifosato destaca-se
pelo volume comercializado e por sua amplitude de utilizagfio, sendo o sétimo
pesticida mais consumido na agricultura, o terceiro em areas comerciais e
industriais ¢ o segundo mais utilizado em residéncias e jardins nos Estados
Unidos (Caroline Cox, 2000). Estimativas da Agéncia de Protegio Ambiental dos
Estados Unidos (EPA) mostram que o uso anual do herbicida é de 38-48 milhdes
de dolares (Aspelin, 1997). No Brasil o glifosato esta registrado na forma isolada
de 11 marcas comerciais (Agrisato, Glifosato Agripec, Glifosato Fersol, Glifosato
Nortox, Glion, Gliphogan, Gliz, Rodeo, Roundup, Scout ¢ Trop) e 3 misturas
(Command, Tropazin, Tropuron) (Rodrigues & Almeida, 1998).

A molécula do glifosato (V-[fosfonometil])glicina), um derivado da
glicina, foi desenvolvida no inicio dos anos 70 nos Estados Unidos, sendo
primeiramente reportada por Baird et al. (1971) e inicialmente registrada naquele
pais, em 1974, como o herbicida Roundup®. O glifosato possui uma estrutura



molecular simples (Figura 1), de baixo peso molecular (PM 169,1) e com
estrutura de um zwiterion. No estado solido encontra-se na forma de cristais
brancos, como sais de isopropilamina (PM 228.2; CsH;:N,05P), sesquisodio (PM
228.2; CgHi:N.Na;0,0P;) ¢ trimésio (PM 228.2; C¢H;eNOsPS). todos muito
soliiveis em dgua e insoluveis em solventes organicos comuns, como acetona,
etanol e xileno (Tomlin, 1994; Franz, 1985). Possui ponto de ebuligdo de 200° C,
pressio de vapor praticamente nula e, como um d4cido fosfonico, possui a
habilidade de quelar certos cations divalente e trivalente. O glifosato € altamente
estavel, nio estando sujeito a fotodecomposigdo ou volatilizagdo (Hoagland &
Duke, 1982).

FIGURA 1 Estrutura quimica do glifosato

A acdo herbicida nio-seletiva da molécula deve-se a interferéncia na
enzima que cataliza o sexto passo na via metabolica do acido shikimico, a 5-enol-
piruvil-shikimato-3-fosfato (EPSP) sintase (Cole, 1983, citado por Forlani, er al.,
1999), a qual é envolvida na biossintese dos aminoécidos fenilalanina, tirosina e
triptofano (Jaworski, 1972 e, Steinrucken, e al., 1980, citado por Liu, ef al.,
1991). Esses aminoacidos aromaticos sdo essenciais para a sintese de proteinas
que atuam no metabolismo priméario e secunddrio das plantas (Carlisle &
Trevors, 1988, citado por Tu et al., 2001), sendo, portanto, vitais para elas. O
glifosato pode atuar também como um inibidor competitivo do fosfoenolpiruvato
(PEP), um precursor da sintese de aminoacidos aromaticos, afetando outros

processos bioquimicos, e apesar de esses efeitos serem considerados secundarios,



eles podem ser importantes na agdo letal total do glifosato nas plantas (Tu er al.,
2001).

O baixo peso molecular e a alta solubilidade em agua do glifosato sdo
fatores que favorecem a rapida absorgdo pelas folhas, penetrando na cuticula por
difusdo, e a sua translocagdo ¢ sistémica, com preferéncia pelo floema, tanto para
as folhas e meristemas aéreos como para os subterrineos (Rodrigues & Almeida,
1998). No entanto, quando presente no solo, sua absorgio também pode ocorrer
pelas raizes.

No interior da planta o glifosato nio é degradado, nem significantemente
metabolizado, o que pode favorecer a2 manutengdo de sua agdo fitotoxica quando
translocado para outras partes da planta. Meristemas sdo os locais conhecidos de
acumulo do glifosato (Hoagland & Duke, 1982).

2.2.2 Interagio e comportamento no solo

Os estudos do comportamento do glifosato no solo iniciaram-se em 1975
¢ primeiramente foram reportados por Sprankie ef al., em uma série de trabalhos
publicados naquele ano (1975a, b e c). Estes autores indicaram que a adsorgio
inicial do glifosato no solo ¢ reversivel € que o grupo fosfonico do herbicida
compete com anions fosfaticos pelos sitios de adsorgdo. Foi constatada, ainda,
uma influéncia do pH na disponibilidade do glifosato em um solo arenoso, porem
somente para elevadas doses do herbicida (56 kg/ha) e valores de pH acima de
5,6 (1975a). Semelhantemente, Nomura & Hilton (1977), trabalhando com
glifosato marcado (**C-glifosato) também associaram a adsorgdo da molécula a
capacidade de fixac3o do fosforo morginico dos solos, havendo uma diminui¢éo
na adsorgdo somente em solos com pH acima de 7,0. Variagdes na adsorgiio do



glifosato em fungdo do pH também foram reportadas por McConnell & Hossner
(1985) ¢ Kawate & Appleby (1987).

Varios autores relacionaram a adsorgdo do glifosato ao tipo de argila e a
textura do solo (McConnell & Hossner, 1983; Glass, 1987 ¢ Kawate & Appleby.
1987), no entanto, segundo Sprankle er al. (1975b), a maior adsorgdo do
herbicida parece estar pouco relacionada com a CTC das argilas, mas
preferencialmente ao cation ligado a ela, principalmente Mn™, Fe™ ¢ Al"",
ressaltando a formacio de complexos fosfato-metal-acido filvico, o que
comprovou a elevada afinidade do glifosato com a matéria orgénica € as argilas
do solo. Corrobora fato o reportado por Jonge & Jonge (1999), que citaram que a
forga i6nica e o cation dominante influenciaram a adsorgdo do glifosato, sendo a
complexagdo da molécula com cations multivalentes de superficie-trocavel
sugerida como um possivel mecanismo de sorgdo, ¢ que esta forca variou
fortemente em resposta ao pH e a composi¢do da solugdo do solo estudada.
McConnell & Hossner (1985) também observaram maior adsorgdo do glifosato
em funcio dos fons saturantes, na seguinte ordem: A’ > Ca®™ > Na". A
importincia do grupo fosfonico para a manutengdo de altos niveis de estabilidade
dos complexos Fe*'-Glifosato em solugdo aquosa com valores de pH igual ou
superior a 4 foi ainda descrita por McBride & Kung (1989), que sugeriram que a
forte adsorgdo do glifosato nos 6xidos ¢ conseqiiéncia do mesmo mecanismo de
quelagdo observado em solugdo.

Sprankle et al. (1978) confirmaram a rapida inativagdo do glifosato no
solo por sor¢do as argilas e na matéria orgdnica ¢ a subseqiiente degradagao a
CO,. Posteriormente, Piccolo et al. (1996) constataram que a adsor¢do do
glifosato a substincias humicas purificadas ¢ semelhante, sendo superior, a
observada nas argilas minerais. No entanto, esse processo pode variar de acordo

com a estrutura macromolecular € o tamanho’do material himico. A adsor¢do ao



material himico foi atribuida a sor¢do do hidrogénio presente na molécula. No
entanto, Hance (1976), em estudo realizado com 9 tipos de solos diferentes, nio
observou correspondéncia da adsorgdo do glifosato com a capacidade de adsorgido
total do fosfato, com o nivel de ferro e aluminio sohivel ou com o conteido de
argila, matéria organica ou valor de pH.

Estudando amostras de trés solos brasileiros, Prata et al. (2000),
observaram que a sor¢do do glifosato foi sempre elevada, independentemente da
matéria orginica dos mesmos, € que esta sorgdo estd diretamente correlacionada
com a capacidade do solo em adsorver Pi e a presenga de Fe*, Fe** ¢ AI*". Em
experimento de dessor¢do, o glifosato relacionou-se com os altos valores da
constante de sorgio/dessorcdo (Kf), os quais indicaram elevada entalpia de
ligagiio entre a molécula e a fragio coloidal do solo. Assim, os autores inferiram
que praticamente a totalidade do glifosato aplicado ao solo ficou na forma de
residuo ligado. Os autores identificaram ainda a capacidade do glifosato em atuar
como um zewterion, manifestando cargas positivas ¢ negativas nos valores de pH
dos solos estudados. Essa caracteristica zwterionica da molécula ja havia sido
relatada por Sprankle et al. (1975b), o que, segundo os autores, contribui para
uma mobilidade altamente limitada do glifosato no solo, variando de acordo com
o pH, os niveis de fosfato e o tipo de solo. Essa baixa mobilidade também foi
observada por Hance (1976), Nomura & Hilton (1977) e Tortensson & Aamisepp
(1977).

2.2.3 Degradaciio e persisténcia
No processo de inativagio do glifosato, Sprankle er al. (1975a)
identificaram a degradacéio biol6gica ou quimica da molécula como sendo a etapa

conseguinte & adsor¢do da mesma ao solo, sugerindo ainda a ocorréncia de co-
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metabolismo no processo de degradagdo biologica (Sprankle er al., 1975b), o que
foi proposto também por outros autores (Torstensson & Aamisepp, 1977; Malik
et al., 1989). No entanto, Dick & Quinn (1995) nio obtiveram evidéncia deste
processo no catabolismo do herbicida.

Em estudo detalhado sobre o metabolismo e degradagdo do glifosato no
solo, Rueppel et al. (1977) concluiram que a degradacdo da molécula ocorre
rapidamente por a¢do microbiana e ndo quimicamente, e identificaram o acido
aminometilfosfonico (AMPA) como o principal metabélito do glifosato, o qual,
assim como a molécula originaria, é facilmente biodegradado no solo. Alguns
outros autores também apontaram 0 AMPA como sendo o principal metabolito da
degradagdo do glifosato (Nomura & Hilton, 1977; Santos & Flores, 1995;
Krzysko & Orlik, 1997). Wirén-Lehr er al. (1997), estudando a mineralizacdo do
[*C]Glifosato livre e seus residuos associados a restos vegetais de soja, também
constataram a biodegradagdo do glifosato.

A fotodecomposigdo da molécula do glifosato foi avaliada por Lund-Hoie
& Friestad (1986), os quais, estudando a incidéncia luminosa natural e artificial
sobre solugdo de glifosato, observaram que a luz de comprimento de onda longo
ndo proporcionou qualquer efeito degradante na molécula. No entanto, quando
exposto a luz ultravioleta, a meia-vida do glifosato foi de 4 dias, na dose inicial
de 1 ppm, e de 3-4 semanas para a dose inicial de 2000 ppm.

Rueppel et al. (1977) observaram ainda uma variagdo na degradacdo da
molécula de acordo com as propriedades dos solos estudados. Para trés tipos de
solos avaliados, a meia-vida calculada do glifosato, aplicado na dose de 8 ppm,
variou de 3 a 130 dias. Também em fungdo das caracteristicas dos solos
estudados, Nomura & Hilton (1977) observaram uma rapida evolugio de "“CO,
nos primeiros 10 dias, passando para uma liberagdo mais lenta nos ultimos 40

dias de experimento, e calcularam, em fungio da liberagdo do “CO;, a meia-vida
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da molécula, que variou de 18 dias a 22,7 anos. Contrariando o observado por
Sprankle et al. (1975a) ¢ Nomura & Hilton (1977), Araujo et al. (2003)
observaram uma taxa de degradagio elevada somente a partir do oitavo € até o
trigésimo segundo dia de incubagfo. Smith & Aubin (1993), também estudando a
metabolizacio do glifosato em solo timido e ndo estéril, constataram uma meia-
vida da molécula mferior a 40 dias.

Miiller er al. (1981), em estudo de persisténcia do glifosato, aplicado na
dosagem de 17 ppm, realizado em dois solos diferentes da Finldndia, sendo o
primeiro rico em matéria orgdnica e o segundo com textura siltosa, observaram
que, apoés 8 meses, a quantidade do herbicida detectada nos solos diminuiu
consideravelmente, estando presentes 10% do aplicado para o primeiro solo €
53% para o segundo, obtendo-se, assim, correlagdo positiva entre a atividade
respiratéria dos solos e a taxa de degradagio da molécula.

Em estudo da persisténcia do glifosato, aplicado em dois canais de
irrigacdio secos, na taxa de 5,6 kg/ha de glifosato, Comes et al. (1976) nio
observaram residuos do herbicida ¢ nem do acido aminometilfosfonico nas
amostras da primeira agua percorrida nos canais, fato que aconteceu 158 ¢ 172
dias apés o tratamento. Ja quando o glifosato foi misturado na agua, 70 % e 58%
do total adicionado foram observados a 1,6 ¢ 14,4 km a jusante do local de
aplicagiio, respectivamente. Cornish (1992), em experimento de casa de
vegetacio, identificou efeito residual fitotoxico do glifosato para mudas de tomate
transplantadas para um solo que recebeu 4 L/ha do herbicida, 1, 5 e 15 dias antes
do transplante. Foi observada também uma redugdo no peso das plantas secas, 16
dias apés o transplante, mas somente onde deficiéncias nutricionais do solo foram
corrigidas apds o transplantio. J& para experimento de campo, os sintomas de
fitotoxicidade também apareceram, porém em menor intensidade e uniformidade.
O glifosato reduziu o peso da planta seca em 50, 74 ¢ 78% quando as mesmas
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foram transplantadas para o solo que recebeu, 9 dias antes do transplantio, doses
equivalentes a 2, 4 e 8 L/ha do herbicida.

Considerando o papel fundamental dos microrganismos do solo na
degradagio do glifosato, alguns trabalhos foram realizados com o intuito de
identificar espécies microbianas capazes de utilizar a molécula do herbicida como
fonte de energia. Assim, Moore et al. (1983) isolaram uma estirpe bacteriana a
partir de uma cultura de Pseudomonas aeruginosa, a qual, por apresentar
diferencas morfologicas ¢ metabélicas, foi identificada como Pseudomonas sp.
PG2982, demonstrando capacidade de degradar o glifosato em cultura pura.
Posteriormente, Kishore & Jacob (1987) também observaram a biodegradagdo do
glifosato por esta mesma estirpe, relatando, no entanto, a existéncia de duas vias
metabdlicas, ocorrentes em fungio da presenca ou auséncia de Pi no meio. Os
autores identificaram também a estirpe GLP-1 de Arthrobacter sp. como capaz
de degradar o glifosato. Balthazor & Hallas (1986) ¢ Pipke & Amrhein (1988)
também identificaram estirpes de Flavobacterium sp. ¢ de A. atrocyaneus ATCC
13752, respectivamente, capazes de metabolizar o glifosato.

Liu ef al. (1991), em estudo avaliando diversas estirpes das familias
Rhizobiaceae e Agrobacterium quanto a habilidade de degradar o glifosato,
observaram que todas foram habeis em crescer em meio com glifosato, servindo
como fonte de P, adicionado de aminoacidos aromaticos. No entanto, 0
crescimento foi mais lento do que quando se adicionou o Pi no lugar do herbicida.
Os autores sugeriram que essa menor taxa de crescimento poderia ser explicada
pelo aciimulo do glifosato observado no interior da célula, causando, assim, um
RM1021, a concentragio de ImM de glifosato proporcionou um retardamento no
crescimento. Quando se trabalhou com substrato radioativo, os autorcs

observaram que em 30 minutos, aproximadamente 85% do glifosato tinha sido
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transportado para o interior das células, a partir de quando essa taxa comegou a
decrescer. Em avaliacio genética da estirpe R meliloti RM1021 foi evidenciado
que o Pi suprime a expressdo dos genes que codificam para a formagdo de
enzimas que quebram a ligagio C-P, proporcionando células indbeis para
metabolizar o glifosato, tendo em vista que a degradagio da molécula inicia-se
pela clivagem da ligagdo C-P.

Dick & Quinn (1995), estudando a metabolizagdo do glifosato em 163
estirpes de bactérias isoladas de locais com e sem exposi¢do primaria 2o
herbicida, observaram que isolados capazes de utilizar o glifosato como fonte de
fosforo foram mais comuns nas estirpes isoladas dos locais tratados com o
herbicida, mas mmito menos abundantes do que aquelas capazes de utilizar o
metabolito, o acido aminometilfosfonico (AMPA).

A degradagio do glifosato por espécies fiingicas foi observada por
Krzysko-Lupicka & Orlik (1997), os quais adicionaram o glifosato na
composigio do meio de cultura Martin como fonte de P e C e observaram uma
diminui¢iio na populagio fiingica ¢ uma substancial mudan¢a na composigio das
estirpes, em funcio da presenga do glifosato no meio, sendo isolados
representantes das seguintes espécies: Penicillium, Mucor, Verticillium,
Trichoderma, Neosartorya, Fusarium e Rhizopus.

Em estudo envolvendo microrganismos na degradacdo do glifosato,
Forlani et al. (1999) sugeriram que, pelo menos nas ctapas iniciais da degradag¢do
do herbicida, organismos nio cultiviveis e nio formadores de col6nias visiveis

“in vitro” estariam envolvidos no processo.

2.2.4 Impacto na microbiota do solo
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Estudos da influéncia do glifosato no comportamento de microrganismos
do solo sdo particularmente importantes, pois, segundo Fischer et al. (1986),
bactérias como Escherichia coli, Bacillus subtilis € Pseudomonas aeruginosa
possuem a enzima EPSPS, que ¢ inibida pelo glifosato, exemplificando a
diversidade bioquimica da via metabélica da sintese de aminoacidos aromaticos
susceptivel a molécula. No entanto, em decorréncia da diversidade na biosintese
de aminoacidos aromaticos, 0 modelo de inibigdo da molécula € diferenciado entre
€SSESs Organismos.

Diversos autores ja estudaram e reportaram trabalhos referentes ao
impacto do glifosato na microbiota do solo, encontrando respostas diversificadas
para os mesmos parimetros avaliados (Tabela 1). Este fato ndo raramente foi
atribuido as caracteristicas ambientais encontradas nas ocasides dos estudos,
como condigdes edafo-climaticas; laboratoriais, como o tempo de exposi¢do do
quimico junto aos microrganismos, pH e componentes de meio de cultura; bem

como a especificidade de cada microrganismo estudado.



TABELA 01. Artios consultados, referentes aos impactos da aplicagfio do glifosato em microrganismos do solo.

Autor Organismo ___ Condicfio/Local Dose Resultado/Efeito/Conclusito
Roslycky (1982) Hetcrotréficos Lab. (meio) 1a1000 - Para fungos, pequeno incremento tempordrio (até
/Canadi pg/mL (resp.) 28° dia) na contagem € respirago, em condigio de
¢ ug/g clevadas dosagens;
(contag.) - Para bactérias e actinomicetos, elevado incremento,
(5,91 a 5917 nas maiores doses, no crescimento e respiragfo.
M)
Quinn et al. Heterotréficos Lab. (incio) 0,25a10 - Houve efeito inibitério no crescimento micrebiano,
(1988) [rlanda mM (40a  com o aumento da dosagem
1690 mg/L) - Maior tolerfincia dos microrganismos isolados de
Area com histérico de aplicagfio do glifosato, quando
: comparado com os de drea sem este histérico
Wardle & Heterotréficos Lab. (solo) 0;2;20e200 Aumento temporario da respirago somente na maior
Parkinson Canada peg/g (I2a  dosagem
(1990a) 1120 uM)
Wardle & Heterotréficos Lab. (solo) 0;2; 20 ¢ 200 -Sem efeito para fungos e actinomicetos. Para
Parkinson [Canada pg/g (12a  bactérias, efeito estimulante temporario, nas maiores
(1990b) 1120 uM)  doses
-Oito espécies flingicas isoladas, sendo 3 favorecidas
(para 20 ¢ 200 pg/), 1 inibida (200 pg/g), ¢ 4 nio
apresentando efeito. Efeitos temporarios (Até o 3°
dia)
Wardle & Heterotréficos  Campo/Canadd 4 kgia/ha Sem efeito na respiracfo basal (B), induzida (I), B/l ¢
Parkinson (1991) (DR) (25 pM) na presenca de inibidores
Souza et al, Heterotréficos  Lab. (solo)/Brasil 3 L/ha (DR) Aumento da atividade microbiana (emissfio de CO,)
(1996) (6.75 uM)
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‘Gorlach-Lira et Heterotroficos a) Lab. (meio) ) 100 a 500 a) Diminuigdo na produgiio de micélio fiingico, em
al. (1997) /Polbnia ppm (591,8 a fungdo do aumento das doses
b) Lab. (solo) 2959,1 uM) b) Houve comportamento inibitério ou estimulante
/Polonia b) 1 ¢4 ppm de acordo com as doses aplicadas e o tipo de solo
(DR) (5,9 e amostrado para bactérias, actinomicetos, quitino-
23,7 uM) liticos e celuloliticos, diferente dos fungos, que
sofreram poucas alteragdes para cstas condigdes.
Haney ef al. Heterotroficos  Lab. (solo)/EUA 47 (0,84 Aumento da atividade microbiana, mas ndo da
(2000) kg/ha); 94;  biomassa
140 ¢ 234
ng/g (278 a
1390 uM)
Busse, ef al. Helerotréficos Lab. (meio ¢ a) 25a 500 aeb) Houve variagiio no crescimento fingico e

(2001)

solo)/EUA mM (bact.)
(DR=50mM)
(4,22 a 84,5
g/L)

b) 50 mM
(fungos)
(8,44 g/L)
c¢) 5a 5000
mg i.a./kg
(resp.) (30 a
30000 (M)
d) Doscs de
campo (9-13
anos)

bacteriano de acordo com as doses aplicadas e locais
de amostragem dos solos

a ¢ b) O glifosato reduziu sensivelmente a populagio
bacteriana e fungica ja nas menores doses

a ¢ b) Fungos apresentaram-se mais sensivel em
relagio as bactérias, nfo sendo observado crescimento
em isolados de dois solos, para doses recomendadas
para aplicagdes de campo.

¢) Respiragiio do solo: sem cfeito para doses de campo
(50 mM)e estimulo para altas doses

d) Solos com aplicagdo continuada de glifosato por 9-
13 anos, nfo alterarfio a respiragdo basal, quociente
metabolico, no niunero total de bactérias, mineraliza-
¢io do “N” ¢ de M.O., sendo cstes efeitos menores do
que os observados em fungfo da época e local de
amostragem.
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Aralijo et al. Heterotréficos  Lab. (solo)/Brasil 2,16 mg/kg = - N° de fungos ¢ actinomicetos aumentaram. Para
(2003) 2,16 pg/g  bactérias foi minimo o efeito;

(13 uM) - Maior evolugo de CO; em solos com aplicagiio
prévia do glifosato, comparado a solos sem essa
aplicacdo;

- Maior degradacfio da molécula entre o 8° e 0 32° dia
Haahtcla et al. Bactérias Lab. (meio) 0; 5; 25 ¢ 100 Efeito estimulante ou inibitério do glifosato na
(1988) diazotréficas {Finlandia mg/L (29,6 a atividade da nitrogenase e no crescimento, de acordo
(Finlandia) 391,6 uM) com a espécie bacteriana e o0 meio testado
Santos & Flores Bactérias Lab. (meio) 4a40kg/ha - Sensibilidade ao glifosato diferente entre as espécies
(1995) diazotréficas {Espanha doi.a. (60%) bacterianas;
(Azotobacter =59¢590 - Na dose recomendada observou-se crescimento
chroococcum e A. mM normal das espécies.;
vinelandii) - Inibigfio de 60% na respiraciio (ambas espécies) e
80% (A. vinelandir) e 98% (4. chroococcum) na
fixagfo do “N”, para as doses de 20 e 28 kg/ha,
respectivamente.
Faizah et al. Vdrios rizobios Lab. (meio a)i12,1g/LL a) Apesar da dose muito elevada, houve inibigio
(1980) {ropicais YMA) /Maldsia (71 mM) mediana no crescimento (zona de inibigdo) de 11
by 0a30 isolados de rizdébio
g/l.(17,75a b) Apesar da dose muito elevada, nffo foi observada
1775 uM) inibigfo para os tratamentos de doses na
sobrevivéncia de 3 isolados selecionados de
rizébio (Isolados da Maldsia, Africa e Australia)
Mallik & Tesfai  R. japonicum (B. Lab. (meio 0a250  Sem cfeito do glifosato no n.® de coldnias formadas,
(1983) Jjaponicum) YMB)YEUA pg/mL (29,6 para a estirpe 311b110 (EUA), em 24 horas de cultivo

a 1479,2 uM)
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Mcorman (1986)  R. japonicum (B. Lab. (meio a)2¢20 a) Sem cfeito, em ambas as doses, na taxa de
japonicun) [YMA]e mg/L crescimento das estirpes 110SK e 138ES (EUA)
solo)/EUA b)2e20 b) Efeitos inconsistentes no crescimento, para
mg/kg (11,8e dosagens, tempo (7, 14 e 21 dias de cullivo) e
118,3 uM) estirpes avaliadas (110SK e 138ES - EUA)
Eberbach & Rhizobium trifolit  Lab. (meio) 0; 2 (DR); 5; Diminuicfio no crescimento, a partir da dosc 10 mg
Douglas (1989) /Ausirilia 10e20mg ial
ia/L (/1,8 Glifosato agiu como prolongador da fasc “lag”
29,6; 59,2 e
118,3 uM)
Liu et al. (1991) Rizédbio e Lab. (meio))EUA  a)0,05a1 a) Todas as estirpes (EUA) foram hdbeis em crescer
agrobactéria mM (8,45 a em meio com glifosato
169 mg/L) b) A estirpe RM1021 (EUA) de R. meliloti teve seu
b)1 mM crescimento retardado.
Moorman ef al. Bradyrhizobium Lab. (incio 0;0,5;1e5 -Houve inibigio no crescimento, para as
(1992) Japonicum. YMA)/EUA mMdoi.a. concentragdes de 0,5 ¢ 1 mM, em fungo das 3
(84.5: 169 ¢ estirpes (USDA 110; 123 ¢ 138 — EUA), variando de
845mg/l) 10a47%
- Para a concentracdo 5 mM, a inibico foi total
Martensson Rhizobium sp. Lab. (meio 10e 100 mg/L* Observou um comportamento (inibitério ou
(1992) YMA)/Suécia = gypogto (59 Cstimulante) no crescimento, em fungfio das 7 eslirpes
591, 6 yhvey  Cstudadas (Suécia)
Jacques et al. Bradyrhizobium Lab. (meio 0a206 M -Decréscimo no crescimento das 3 estirpes estudadas
(2002) sp. YMA)/Brasil (4.4a 351 (BR29,BR 85 cBR 96), em funglo da aplicagio de
mg/L) doses crescentes, variando de 27 (2,6 pM) a 58%

(206 M)
-Ordem de tolerncia ao glifosato: BR 85 > BR 29 >
BR 96
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Jacques et al. Bradyrhizobium Lab. (mmcio 422puM - Sensibilidade diferente entre as estirpes
(2002) sp. YMA)/Brasil (25,5 mg/L) - Ordem de tolerdncia ao glifosato: BR (96=85>29)
Morandi (1989) Glomus mosseae Lab. (solo) 0,5 pg/mL do Redugfio no crescimento das plantas de soja, mas
[Franga ia. (2,9 M) também um aumento significativo nos niveis de
infecgfio do FMA
Chakravarty & Ectomicorriza CV (solo) e 0,54e3,23kg Sem efeito no desenvolvimento da simbiose com
Chatarpaul (1990) (Paxillus Campo/Canadd doia/ha(3,! Pinus resinosa. Elevada taxa de colonizagio
involutus) e 18,6 pM)
Beyrle et al. Rhizoctonia sp. Lab. (meio) 0,5¢ 1,0 mM -Em nenhuma dose houve inibico do crescimento de
(1995) /Austrélia (84,5 e 169  Rhizoctonia sp,
mg/L) - 1ImM inibiu a inicia¢o da micorrizagfio em
protecormos de orquidea (Orchis morio)
Mallik & Tesfai FBN (B. Lab. (solo))EUA 1,12 (DR)e - A nodulagdo e atividade da nitrogenase foram
(1985) Japonicum [ soja) . 5,6 kg/ha (7 e significantemente reduzidas, j4 na menor
35 uM) concentracio (1,12 kg/ha = 7 uM)

Eberbach & FBN (Rhizobium Lab. (meio) 2(DR)a20 Diminuigfio linear no mimero de nédulos em plantas
Douglas (1989) trifolii / trevo) /Austrélia mg/L (11,8a detrevo

118,3 M)
Martensson FBN (R. Lab. (meio 10; 40e 60 Variagio na deformagdo do pelo radicular, nodulagio
(1992) leguminosarum YMA)/Suécia  mg/L (59,1 a e produco de matéria seca, em fungfo da época de

bv. trifolii | trevo) 354,9 uM)  aplicacio do herbicida ao meio.
King et al. (2001) FBN (8. CampocCV  a) 3,36 kg/ha a) 1° avaliacfo: Sem efeito no n.° de nédulos,
Japonicum [ soja (solo)/EUA 21 M) porém houve diminuicfio de 34% no peso dos
RR) b) 8,4 kg/ha nddulos;
(55,2 M)  b) 2°avaliagio: Aumento no n.° e diminuigo no
c) 1,68 kg/ha peso de n6édulos (massa igual);
(10,5 uM) ©) Efeito deletério temporario na N-ase, maior em

condicfo de déficit hidrico do que com glifosato.

DR = Dose recomendada para aplicagdes de campo
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A maioria das avaliagdes dos impactos do glifosato na microbiota do solo
se processou de forma indireta, como estudos da biomassa, respiragdo, atividade
metabolica e enzimatica dos organismos, bem como por estudos do
comportamento de microrganismos heterotroficos. Essas avaliagdes, apesar de
nio especificas, sio de extrema importdncia para o entendimento dos riscos
advindo do uso do glifosato.

Utilizando meio de cultura como substrato para estes estudos, Quinn er
al. (1988) avaliaram o crescimento de populagdes microbianas, isoladas de um
solo que possuia uma parte com historico de aplicagdo de glifosato e outra ndo,
em meio de cultura adicionado de doses do herbicida que variaram de 0,25 a 10
mM, e constataram um efeito inibitério no crescimento microbiano com O
aumento da dosagem. A presenca de 3,5 mM de glifosato foi suficiente para inibir
50% da taxa de crescimento da populagdo microbiana isolada de area sem
aplicagio prévia do herbicida. Em contrapartida, a taxa de crescimento da
populagio isolada de local em que foi aplicado o glifosato foi inibida em 40%, na
presenga de 8 mM do produto, evidenciando, assim, uma maior tolerdncia, ao
glifosato, dos microrganismos isolados da area com histérico de aplicagao do
glifosato. Busse et al. (2001), trabalhando com doses mais elevadas nos meios, 0;
25; 50 e 500 mM para bactérias ¢ 0 ¢ 50 mM para fungos, ¢ com microrganismos
isolados de trés locais de floresta de pinheiros (Pinus ponderosa) livie do
glifosato, também observaram sensivel diminuicdo na populagdo bacteriana e
fiingica, ja para as menores doses, e variando de acordo com o local de
isolamento, constataram ainda, uma maior sensibilidade dos fungos ao herbicida
em relagio as bactérias. Para estas, a adicdo de 25 ¢ 50 mM de glifosato
proporcionou elevada diminuigdo na taxa de crescimento e na diversidade

metabolica.
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Estudos com aplicagao do glifosato ao solo, visando avaliar o impacto na

microbiota heterotrofica, também foram desenvolvidos por diversos autores.
Roslycky (1982), aplicando dosagens do herbicida que variaram de 1 a 1000 pg/g
para avaliagdes de contagem e 1 a 1000 pg/mL para a avaliagdo de respiragdo,
em um solo livre de pesticidas, observou um elevado incremento no crescimento
de bactérias e actinomicetos em condigdo de elevadas dosagens do glifosato (500
e 1000 pg/g). No entanto estes efeitos foram temporarios, sendo detectados até€ o
14° dia, a partir do qual foram observadas pequenas alteragdes nas populagdes
em funcdo das doses apicadas. Para estas mesmas dosagens os fungos
apresentaram somente um inicial e pequeno incremento populacional, nio sendo
detectado apos o 28° dia. Ao contrario, para avaliagdes da respiragdo foi
observada uma elevada inibicdo na aquisigdo do O, nas maiores concentragdoes
para bactérias e actinomicetos. Os fungos mostraram-se mais insensiveis ao
aumento das doses. Para doses de 1 ¢ 5 pg/mL de glifosato, pequenos efeitos na
respiragdo total dos microrganismos foram observados. Resultados semelhantes
foram encontrados por Wardle & Parkinson (1990b), os quais, para aplica¢des de
glifosato ao solo nas doses de 0, 2, 20 e 200 pg/g, ndo observaram efeito
significativo no mimero total de propagulos fingicos e de actinomicetos. Para
bactérias, constatou-se um efeito significativo estimulante até o terceiro € nono
dias, para as concentragdes de 20 e 200 pg/g do herbicida, respectivamente.
Contrariamente a esses resultados, Araujo et al. (2003), aplicando 2,16 mg/kg de
glifosato em amostras de dois tipos de solos brasileiros, coletados em areas com
histérico de aplicagdo de glifosato ¢ em areas sem este histdrico, observaram,
ap6s 32 dias, um aumento no mimero de fungos e actinomicetos, enquanto as
bactérias foram praticamente insensiveis ao glifosato.

Wardle & Parkinson (1990a), utilizando as mesmas doses de 0, 2, 20 ¢

200 pg/g do herbicida, somente observaram um aumento na respira¢do basal e na



induzida por glucose, de uma comunidade microbiana presente em um solo
agricola de elevado teor de matéria orgénica, na maior dose ¢ por um periodo até
0 3° dia apos a exposi¢do ao quimico, sugerindo uma atuag3o do herbicida como
uma fonte de emergia ou auxiliando a utilizagio de outras fontes como co-
metabolitos no aumento da biomassa. Em contrapartida, Haney et al. (2000),
utilizando dosagens crescentes do herbicida (47; 94; 140 e 234 pg/g do sal de
isopropilamina [Glifosato]) aplicadas ao solo, observaram significante estimulo
na atividade microbiana do solo, medida pela mineralizagio do “C” e do “N”, em
funﬁodommﬂodasdos&s,semnoenMoconstatarahemqﬁ%nabimnassa
microbiana.

Para doses relativas as recomendadas para aplicages de campo,
Gorlach-Lira et al. (1997), em estudo de contagem em meio de cultura de grupos
de microrganismos isolados, de duas profundidades diferentes de um solo florestal
na Polénia, observaram um comportamento inibitorio ou estimulante de acordo
com as doses aplicadas (1 e 4 ppm [5,9 ¢ 23,7 uM]) de glifosato e o tipo de solo
amostrado (organico € arenoso), para bactérias, actinomicetos € microrganismos
quitinoliticos e celuloliticos. Os fungos ndo sofreram grandes alteragdes quando
comparados ao controle sem aplicagio do quimico ¢ demais microrganismos.
Também para dose relativa & recomendada (4 kg/ha do i.a.), Wardle & Parkinson
(1991) avaliaram alguns parametros microbiologicos caracterizados como
indicadores. Em todos os parimetros (Respiragio Basal (RB), Respiragdo por
Indugiio de Substrato (RIS), razio entre estes pardmetros (RB:RIS) e respiragio
na presenga de streptomicina ¢ actidione) foi observado comportamento
estatisticamente semelbante entre o tratamento com aplicagdo de glifosato e a
testemunha, a qual nio sofreu aplicagio de quimico, evidenciando, assim, um
baixo efeito deletério da molécula. Contrariando estas observagdes, Souza ef al.
(1996), utilizando amostras de trés solos brasileiros provenientes de areas de

23



reflorestamento com eucalipto, observaram um incremento na atividade
microbiana, medido pela emissdo de CO,, em fungio da aplicagio de 3 L/ha de
glifosato no solo. Também para dose recomendada (50 mM), Busse et al. (2001)
ndo observaram efeito do glifosato na respiragdo microbiana do solo, a qual foi
estimulada nas maiores dosagens (500 e 5000 mg/kg). Os autores ainda
avaliaram os efeitos indiretos da aplicagdo continuada de glifosato por 9-13 anos
nos microrganismos do solo. Ndo foi observado efeito na respiracdo basal, no
quociente metabélico, no nimero total de bactérias e na mineralizagdo do “N”. A
biomassa microbiana e a razdo C-microbiano/C-total apresentaram inconsisténcia
sazonal, com declinio apds a aplicagdo dos tratamentos com herbicida. Segundo
os autores, os efeitos da aplicagdo continuada do glifosato no tamanho e atividade
da populacio microbiana foram menores, quando comparados com os efeitos
médios proporcionados pelas variagdes sazonais e locais de amostragens dos
solos. Recentemente, Araijo et al. (2003), trabathando com materiais conforme
relatado acima, observaram, apés 32 dias, uma maior evolugio de CO, nas
amostras dos solos com historico de aplicagdes do glifosato, em relacio as
amostras do solo sem este historico, evidenciando uma maior atividade
microbiana no primeiro sistema. Quando foram aplicados 2,16 mg do herbicida
por kg de solo, observou-se ainda uma evolugdo de CO, 10 a 15% maior nos
solos com histdrico de aplicagdo do herbicida do que naqueles sem histérico do
glifosato. Assim, constatou-se uma agdo estimulante do quimico na atividade
microbiana a curto (aplicagio de 2,16 mg de glifosato por kg de solo) e em longo
prazos (solos com historico de aplicagdo do herbicida).

Apesar dos diferentes resultados obtidos pelos diversos autores, para o
crescimento de microrganismos heterotroficos, pode-se observar uma maior
inibicdo do crescimento microbiano para experimentos realizados com a adicio
do glifosato em meio de cultura, quando comparado com aplicagdes no solo,



inclusive com favorecimento temporario do crescimento, para este iltimo sistema,
tanto para doses referentes a aplicagbes de campo quanto para concentragoes
elevadas do quimico. Observa-se também, de modo geral, uma maior
sensibilidade ao glifosato das bactérias em relagdo aos fungos, apesar da
constatagio de resultados contrarios. Para respiragdo, sdo mais frequentes
resultados que demonstram um estimulo da mesma, independentemente da dose
aplicada.

Para grupos especificos de microrganismos, como as bactérias de vida
livte fixadoras de nitrogénio, as variagdes nos resultados aparecem
principalmente em fungdo das diferentes espécies estudadas. Haahtela er al.
(1988) observaram um comportamento estimulante ou inibitorio na atividade da
nitrogenase ¢ no crescimento bacteriano, de acordo com a espécie de bactéria
cultivada (Azospirillum lipoferum, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
agglomerans ¢ Pseudomonas sp.) ¢ os meios de cultura testados, adicionados de
5, 25 e 100 mg/L, tanto do produto comercial (Roundup) quanto do principio
ativo (glifosato). Respostas diferenciadas também foram observadas por Santos
& Flores (1995) no crescimento e na atividade respiratoria de duas espécies de
bactérias diazotroficas, Azotobacter vinelandii € A. chroococcum, crescidas em
meio de cultura Burk modificado, acrescido de glifosato nas taxas de 4 a 28
kg/ha. Segundo os autores, o glifosato foi o responsavel pela inibigdo na fixacdo
de nitrogénio, a qual alcangou 96% para 4. chroococcum na dose de 28 kg/ha ¢
80 % para A. vinelandii na dose de 20 kg/ha, além da inibicdo de 60% na
respiragio dessas espécies para estas mesmas dosagens, respectivamente. No
entanto, para a dose recomendada para aplicagdes de campo (4 kg/ha), observou-
se comportamento normal das espécies. Foram constatadas, ainda, alteragGes
morfologicas nas células, como a diminui¢do do tamanho e a presenga de cistos

no seu interior, para as maiores dosagens testadas do herbicida.



Paralelamente aos estudos de impacto da aplicagio do glifosato sobre a
atividade e sobrevivéncia das populagdes microbianas do solo, algumas pesquisas
foram realizadas visando avaliar o efeito do herbicida sobre populagdes
microbianas especificas, que realizam associagfes simbidticas com plantas,
principalmente a soja, em virtude dos conhecidos beneficios econfémicos e
ecologicos advindos da fixagdo bioldgica do nitrogénio atmosférico, por bactérias
formadoras de nddulos, e das vantagens nutritivas e adaptativas proporcionadas .
pela colonizagdo radicular por fungos micorrizicos arbusculares.

Liu et al. (1991) observaram a habilidade de algumas espécies da familia
Rhizobiaceae em crescer e degradar a molécula do glifosato quando este foi
adicionado em meio de cultura nas concentragdes de 0,05 e 1 mM, apesar de se
detectar um retardamento no crescimento, em meio de cultura, da estirpe
RM1021 de R meliloti, na presenga de 1 mM de glifosato. Esses resultados sdo
particularmente importantes diante da a¢do de espécies de membros desta familia
em fixar biologicamente o nitrogénio atmosférico, principalmente as leguminosas
de interesse comercial, como a soja € o feijdo, as quais sdo intensamente
manejadas com herbicidas a base de glifosato.

O crescimento e a sobrevivéncia de organismos do grupo rizébio,
conhecidos por nodularem espécies leguminosas, foram avaliados em diversos
trabalhos, sendo encontrados resultados divergentes, de acordo com as doses do
herbicida aplicadas, as espécies estudadas e a condi¢io experimental imposta.

Assim, Faizah et al. (1980), estudando o efeito de diversos pesticidas
adicionados em meio liquido na taxa de 12,1 g/L (71 mM) sobre 11 isolados de
rizobio, observaram uma inibi¢io mediana do glifosato no crescimento destes,
quando comparado com os demais pesticidas testados. JA para avaliacio de
sobrevivéncia de 3 isolados de rizobio, originarios da Malasia, Africa e Australia,
crescidos em meio de cultura adicionado de 0; 3; 6 e 30 g/L, nio foi observada
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diferenca entre os tratamentos em relagdo ao numero de rizobios viaveis, 24 horas
ap6s a adigio do herbicida. Mallik & Tesfai (1983), utilizando dosagens menores
(5a 250 pg/mL [29,6 a 1479,2 uM]) em meio de cultura YMB, ndo constataram
o efeito do glifosato no miimero de coldnias formadas, ap6s 40 horas de cultivo,
para a estirpe 3[1b110 (EUA) de Rhizobium japonicum (B. japonicum). A
sobrevivéncia da estirpe nas duas maiores dosagens (50 e 250 ug/mL) nio foi
determinada. Esses resultados foram ainda corroborados por Moorman (1986), o
qual nio observou reducdo significativa na taxa de crescimento das estirpes
138ES e 110SK de Rhizobium japonicum cultivadas em meio de cultura (YMA)
com até 20 mg/L (118,3 uM) de glifosato. No entanto, Eberbach & Douglas
(1989), aplicando concentragdes semelhantes (0; 2:5;10e20mgia/L - [11,8a
118,3]) ao meio de cultura, observaram significante redugdo no crescimento de
Rhizobium trifolii TA1 a partir da dose 10 mg ia/L (59, 15 uM), ou seja, 8,5 ¢ 17
vezes a concentragio recomendada para aplicagdes de campo, considerando esta
igual a 7 uM. Foi constatado também que o glifosato, na concentra¢do acima do
nivel critico (59,15 uM), pode agir como prolongador da fase ‘lag’ da curva de
crescimento da bactéria.

Em estudo mais detalhado, avaliando o metabolismo de trés estirpes de
Bradyrhizobium japonicum em meio YMA acrescido de 0,5 ¢ 1 mM do sal de
isopropilamina [GLIFOSATO], Moorman ef al. (1992) observaram uma inibi¢ao
no crescimento que variou de 10 a 47%, em fungdo das estirpes € das
concentragdes estudadas. Em outro experimento, a adigdo dos aminoacidos
triptofano, tirosina e fenilalaniana ndo reverteu 0s efeitos do glifosato no
crescimento da estirpe 138 de B. japonicum. Houve, no entanto, uma inibi¢do de
23% no crescimento desta estirpe quando se adicionaram os aminoacidos em meio
de cultura livre do herbicida. Intensidades de inibigdo diferenciadas, no

crescimento de 3 estirpes de Rhizobium legﬁminosarum bv. trifolii, 2 de R
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meliloti e 2 de R loti, foram também observadas por Martensson (1992), em
funcdo da aplicacdo das doses 10 e 100 mg/L (59,1 e 591,6 uM) de glifosato ao
meio de cultura. Jacques ez al. (2002), trabalhando com doses crescentes em meio
de cultura YMA, observaram uma reducdo média de 27, 34, 44 e 58% no
crescimento de 3 estirpes brasileiras de Bradyrhizobium sp. (BR 29, BR 85 ¢ BR
96), nas respectivas concentragGes de 26, 52, 104 e¢ 208 uM, as quais
apresentaram tolerancia ao herbicida na seguinte ordem: BR 85 > BR 29 > BR .
96. No entanto, Jacques et al. (2002), em estudo com oito formulagdes, avaliadas
em dose fixa de 42,2 uM do ingrediente ativo adicionado ao meio de cultura
YMA, observaram uma redugdo no crescimento das mesmas estirpes de
Bradyrhizobium sp. (BR 29, BR 85 ¢ BR 96), mas com sensibilidade diferente do
constatado anteriormente, ou seja, apresentando tolerdncia ao ingrediente ativo na
seguinte ordem: BR 96 = BR 85 > BR 29, demostrando uma especificidade de
comportamento de cada estirpe para uma determinada concentragiio da molécula
RO Meio.

Trabalbando com aplicagdes do glifosato no solo, Moorman (1986)
observou uma inibi¢io ¢ um aumento na sobrevivéncia da estirpe 138ES,
respectivamente para as doses 2 e 20 mg/Kg (11,8 e 118,3 uM) do herbicida, 7
dias apés a aplicagdo do glifosato, efeitos estes que ndo se confirmaram nas
avaliagdes posteriores (14 e 21 dias). A sobrevivéncia da estirpe 110SK niio foi
alterada pelo kerbicida. O autor ainda ressalta que as redugdes na sobrevivéncia
das bactérias foram comparaveis as reduges impostas pelos estresses ambientais
simulados (déficit e excesso de dgua no solo), indicando que o herbicida utilizado
na dosagem recomendada proporciona pequeno efeito na sobrevivéncia de R.
Japonicum (B. japonicum) no solo.

Pode-se observar, pelos resultados obtidos dos diversos autores citados,
que somente doses de glifosato adicionadas aos meios acima das concentragdes
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recomendadas para aplicagdes de campo proporcionaram reducdo no crescimento
de espécies de rizébio. Para o glifosato adicionado ao solo, a inconsisténcia dos
dados obtidos por Moorman (1986) indicam a maior heterogeneidade do sistema,
ressaltando a possivel participagdo de outros componentes do solo na tolerancia
das espécies bacterianas ao glifosato.

Parametros como o numero ¢ peso de nodulos e atividade da enzima
nitrogenase também sdo constantemente avaliados pela pesquisa com o intuito de
sc obter uma resposta do impacto do glifosato na efetivagdo do processo
simbiético, sendo, neste caso, encontradas respostas menos divergentes, com uma
constante redugio na nodulagdo ¢ atividade da nitrogenase, em funcdo da
aplicagdo de doses crescentes do herbicida.

Eberbach & Douglas (1989), aplicando concentragdes de 0; 2; 5 10 e 20
mg ia/L (11,8 a 118,3 pM) de glifosato em meio de cultura, observaram um
decréscimo linear no nimero de nodulos em plantas de trevo crescidas no meio
artificial, de acordo com o aumento das doses. Em outra avaliagdo, o inoculo de
R. trifolii TA1 lavado uma ou varias vezes em solugo salina, apos crescimento
em meio de cultura acrescido de glifosato, nas suas varias concentragoes, mostrou
um decréscimo na habilidade de nodular plantas de trevo. Com base na curva de
regressio obtida a partir dos dados de mimeros de nodulos formados, a dose
minima necessaria para a total inibicdo destes foi de 24.5 mg/L, ou seja,
aproximadamente 21 vezes a concentragdo recomendada para aplicagoes de
campo. Martensson (1992), trabalhando com doses de 10; 40 ¢ 60 mg/L (59.1 a
3549 uM) de glifosato em meio de cultura, observou uma diminui¢do da
nodulagio e uma menor deformagdo, induzida pela estirpe RTA de R
leguminosarum bv. trifolii, do pélo radicular de trevo vermelho (ZTrifolium
pratense cv. Britta) somente na condicdo de maior dosagem ¢ quando o quimico

foi aplicado 4 dias apds a inoculagdo. A produgdo de matéria seca das plantas foi
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afetada pelo aumento das concentragdes do quimico no meio, independentemente
da época de aplicagio do glifosato ao meio.

Ja para estudo em condigdo de solo, desenvolvido em casa de vegetagio,
Mallik & Tesfai (1985) observaram significante redugdo no mimero € peso dos
-nédulos, bem como a atividade da nitrogenase de plantas de soja inoculadas com
a estirpe 3I1b110 (EUA) de R japonicum (B. japonicum), em fungio da
aplicagfo de 1,12 e 5,6 kg/ha (7 e 35 uM) de glifosato, a qual ocorreu 17 dias
apos o plantio.

Com o desenvolvimento e utilizagio, em algumas partes do mundo, da
soja geneticamente modificada para resisténcia ao glifosato (Soja RR), tornou-se
elementar a investigagdo das consegiiéncias do uso desta tecnologia, associada 3
pulverizacdo do herbicida, no que se refere aos possiveis impactos na inter-
relagdo microrganismos/planta e a possivel carga adicional do glifosato no solo,
em funcdo do aumento da freqiiéncia do seu uso. No entanto, poucos trabathos
foram publicados referentes ao assunto até o momento. A excecio, King ef al.
(2001) realizaram dois plantios seqitenciais da soja, os quais receberam
aplicagdes do herbicida na taxa de 1,68 kg i.a./ha (10,5 pM) para cada aplicagio,
sendo que estas ocorreram no 5° e 10° dias para a primeira avaliag3o, realizada
19 dias ap6s a emergéncia (DAE), € no 5°, 10°, 18°, 25° ¢ 32° dia para a segunda
avaliacdo, feita aos 40 DAE. Na primeira avaliagio nio houve diferen¢a no
nimero de nodulos por plantas, no entanto o peso total dos nodulos diminuiu
34%. Na segunda avaliagio houve um aumento no mimero de nédulos com a
aplicacio do herbicida, mas também uma diminuigio no peso dos mesmos,
resultando numa massa total dos nédulos semelhante entre os tratamentos. Maior
sensibilidade foi observada para a atividade da nitrogenase quando as plantas,
com ou sem aplicagdo do glifosato, foram submetidas a um déficit hidrico.
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Os estudos envolvendo fungos micorrizicos simbiontes € os impactos do
glifosato no seu desenvolvimento isolado ou em associagdo, tanto “in vitro” como
“in vivo”, também ndo sdo muito freqiientes.

Morandi (1989) sugere que o uso de agroquimicos pode modificar
significantemente o estado fisiolégico do sistema radicular de uma planta € na sua
interagdo com fungos micorrizicos arbusculares. Assim, estudando a aplicagdo de
5 pg do ia/mL (2,9 uM) do glifosato por planta de soja, previamente inoculada
com Bradyrhizobium japonicum (G49 USDA) e Glomus mosseae, o autor
observou redugio no crescimento da planta, mas também um aumento
significativo nos niveis de infeccdo do FMA. Chakravarty & Chatarpaul (1990),
investigando os efeitos do glifosato, aplicado nas doses de 0,54 ¢ 3,23 kg/ha (3.1
¢ 18,6 uM), no desenvolvimento ectomicorrizico de Paxillus involutus em Pinus
resinosa, observaram que, apos dois meses de crescimento da planta em solo
contaminado, tanto em condigio de casa de vegetagdo como de campo, O
desenvolvimento da simbiose ndo foi afetado, em nenhuma das doses testadas,
sendo observada ainda uma elevada taxa, tanto para a colonizagdo espontanea em
condi¢do de campo, variando de 74 a 86%, quanto em condigdo de inoculagdo em
casa-de-vegetagdo ¢ campo, quando a colonizagdo foi de aproximadamente 99%
em todas as concentragdes do herbicida.

Posteriormente, Beyrle er al. (1995) avaliaram o crescimento de
Rhizoctonia sp. “in vitro”, na presenga de 0,5 ¢ 1,0 mM de glifosato, e apos 10
dias nio observaram efeito significativo do herbicida em nenhuma dose. Ja para a
avaliagdo da interagdo entre o fungo e protocormos de orquidea (Orchis morio), a

adicio de 1 mM ao meio resultou em falha na iniciagdo da micorrizagao.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo constou de experimentos em meio de cultura no
laboratério e com solo em casa-de-vegetagio, como descritos a seguir:

3.1 Experimentos de laboratério

Estes experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia do
Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA, no periodo de fevereiro a
agosto de 2003, visando avaliar o desempenho de estirpes de Bradyrhizobium
spp. em meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 1928), e de espécies de fungos
micorrizicos arbusculares em dgar-dgua, ambos contendo concentragdes
crescentes de Roundup®.

3.1.1 Bradyrhizobium elkanii e B. japonicum

Foram conduzidos dois experimentos visando avaliar os efeitos de
concentragdes crescentes de Roundup® no crescimento “in vitro” das bactérias.
No primeiro experimento foi estudado o crescimento de quatro estirpes de
Bradyrhizobium spp., sendo: a) BR 29 (= 29W) (B. elkanii); b) BR 86 (=
SEMIA 5080 = CPAC 7)(B. japonicum), recomendadas pela RELARE como
inoculantes para a cultura da soja; c) INPA 80 A (B. elkanii) e d) INPA 553A (B.
elkanii), isoladas de solos da regiio amazdnica e existentes no banco de
germoplasma do DCS/UFLA. Utilizou-se o meio liquido 79 (Amexo 1),
adicionado de 29, 58, 112 ¢ 213 pmoles L' do equivalente acido de N-
(fosfonometil) glicina (GLIFOSATO), o principio ativo que constitui 360 g/L
(36% m/v) do herbicida Roundup®; além de um tratamento controle, sem a adigiio
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do herbicida ao meio de cultura. As dosagens do herbicida adicionadas ao meio de
cultura foram definidas em fung3o dos resultados observados por Jacques ef al.
(2002), que, utilizando doses de 0; 26; 52; 104 ¢ 208 pmoles L, observaram
reducio no crescimento de trés estirpes de Bradyrhizobium spp. avaliadas, jana
menor concentragio do herbicida. Os tratamentos foram dispostos em fatorial 4 x
5, sendo 4 estipes e 5 doses, totalizando 20 tratamentos dispostos em
delineamento inteiramente casualizado, com 3 repetides por tratamento. Um
controle experimental, para verificagbes de possiveis contaminantes ¢ condi¢do
inicial do meio de cultura, foi adicionado ao experimento; em 2 erlenmeyers de
cada condi¢io de concentragio do herbicida, incluirdo a testemunha, ndo foram
realizadas inoculagdes microbiana.

A preparagdo dos meios contendo o Roundup® foi realizada a partir da
filtragem do herbicida em filtro-esterilizador (Milipore®) de 47 mm de didmetro e
0,46 um de porosidade. Deste filtrado, 1 mL foi diluido em 1000 mL de agua
autoclavada para a formagdo de uma solugdo estoque de concentragdo 2130 uM
de glifosato, com base na concentragdo inicial do equivalente écido de N-
(fosfonometil) glicina, que ¢ de 2,13 M (P.M. da molécula de glifosato = 169,1 e
360 g/L do equivalente acido na composigdo do herbicida). Desta solugdo
estoque, 1, 2, 4 ¢ 8 mL foram adicionados & 72 mL de meio 79 autoclavado,
distribuidos em erlenmeyers de 150 mL, para se alcancarem as concentragdes
desejadas de 29, 58, 112 e 213 pmoles L™, respectivamente, do quimico no meio.
O tratamento testemunha foi constituido de 72 mL de meio, sem adigio do
herbicida.

As estirpes foram inicialmente crescidas em placas de Petri contendo
meio 79 sélido autoclavado (120° C por 20 minutos) e, apés 7 dias de
crescimento, transferidas para erlenmeyers com capacidade para 125 mL,
contendo 75 mL de meio 79 liquido estéril para a constitui¢do do inéculo inicial.
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Foram utilizados dois erlenmeyers para cada estirpe, os quais ficaram sob
agitacdo orbital constante a 110 rpm e 28° C por seis dias.

Apés o periodo de crescimento, 1 mL do indculo inicial de cada estirpe
foi adicionado aos meios com os tratamentos, e todos os frascos, incluindo os
tratamentos de referéncia (sem inoculagio), foram colocados sob agitagio orbital
constante a 110 rpm e temperatura ambiente média de 28° C. No momento da
inoculagdo dos meios, foi retirada uma aliquota de 1 mL de cada um dos inéculos .
inicias para a realizacdo de diluigGes seriadas e posterior contagem das unidades
formadoras de col6nias (UFC). Para isto, a aliquota foi colocada em um tubo de
ensaio contendo 9 mL de solugdo fisiologica (NaCl 0,55%), previamente
autoclavada, e agitada por 10 segundos em vortex, originando uma solugio com
concentragio de diluicio 10, Posteriormente, retirou-se 1 mL da solugdo 10, o
qual foi colocado em outro tubo, com 9 mL, seguindo o procedimento citado
acima, originando a dilui¢io 107, Este processo foi realizado sucessivamente até
a obtengdo da diluigio 10°. Em seguida, foram retiradas aliquotas de 0,02 mL
das diluigdes 10%; 10°; 10%; 107; 10® ¢ 10®, as quais foram colocadas em placas
de Petri contendo meio 79 solido e divididas previamente em seis setores,
utilizando um setor da placa por dilui¢io. Este procedimento foi realizado em
numero de trés repeticdes. Apos a inoculagdo e secagem da aliquota, as placas
foram colocadas invertidas em uma cidmara de crescimento a 28 °C pelo periodo
de sete dias, quando entdio foi efetuada a contagem das UFC da diluigio que
apresentou de 6 a 50 UFC por gota de 0,02 mL, conforme metodologia descrita
por Miles & Misra (1938).

Ap6s 120, 168 € 240 horas sob agitagdo, aliquotas de 5 mL foram
retiradas de cada erlenmeyer para determinagio de densidade ética, utilizando um
espectrofotémetro marca Hitachi, modelo U-2001 UV/Vis, sendo as leituras feitas
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a 560 nm de absorbancia e considerando padrio “0", determinado em agua
destilada.

Todos os dados foram submetidos a analise de varidnciae ao teste de
média (Tukey) a 5% de probabilidade pelo programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2000) ¢ foram calculadas equagdes de regressio linear para o
crescimento da populacio bacteriana em fungdo das doses crescentes de glifosato.

Em fungio da baixa variagfio observada no crescimento das estirpes entre
o tratamento testemunha e a menor dose do herbicida aplicada (29 umoles L"),
optou-se pela realizagio de um segundo experimento, em que foi retirado o
tratamento de menor dose e incluido um tratamento de dose elevada, constituido
pelo dobro da maior dosagem testada na primeira avaliagio, definindo os 5
tratamentos de doses, a saber: 0; 58; 114; 230 e 454 pmoles L' de glifosato.
Foram avaliadas as mesmas 4 estirpes do experimento anterior, totalizando 20
tratamentos, também dispostos em delineamento inteiramente casualizado, com 3
repetigdes por tratamento. O meio de cultura ¢ o controle experimental (frascos
sem inoculagio microbiana) foram utilizados conforme descrito no experimento
1.

Para a preparagiio do tratamento com elevada dose do herbicida no meio
(454 pM), diferentemente da metodologia utilizada no primeiro experimento,
decidiu-se utilizar duas solucBes estoque com o intuito de ndo alterar
demasiadamente o volume final do meio deste tratamento.

A preparagio do inéculo inicial, bem como sua inoculagéo nos meios, 0
procedimento para a contagem das UFC, a metodologia de avaliagdo, as
condicdes ambientais impostas ¢ os procedimentos estatisticos para avalia¢do dos
resultados foram realizados de forma semelhante ao descrito para o primeiro
experimento, diferindo somente na época de avaliagdo da densidade ética das
culturas, que foram realizadas 72 e 216 horas apés a inoculagio dos meios, em
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fungdo da ripida multiplicagdo das células bacterianas (tempo de geragdio),
exigindo uma avaliagio em intervalos menores. Como nio se objetivou criar uma
curva resposta do crescimento bacteriano em fungio do tempo de exposigio ao
herbicida, decidiu-se pela realizagio de somente duas épocas de avaliagio, uma
no inicio e outra no final do experimento.

3.1.2 Fungos micorrizicos arbusculares “in vitro”

Os efeitos da adigio de Roundup® na germinagio de esporos e
crescimento micelial de FMAs foram avaliados em meio agar-agua (2%)
acrescido de concentragdes crescentes do herbicida.

Em funcdo da auséncia de trabathos referéncia, as dosagens de glifosato
adicionadas ao agar-dgua foram as mesmas daquelas adotadas para os
experimentos com bactérias. Assim, avaliou-se, em ensaios scparados, a
germinacio de esporos de Gigaspora margarita, Glomus eturicatum e
Scutellospora heterogama, em aproximadamente 20 mL de agar-agua 1 %
adicionado de Roundup®, vertido em placas de Petri, nas concentragdes 25,6; 51;
102; 204,5 ¢ 409 pmoles L do equivalente 4cido de N-(fosfonometil) glicina
(GLIFOSATO) por placa. Foi utilizado, como testemunha, um tratamento sem a
adi¢cdo do quimico ao meio de cultura, totalizando 6 tratamentos de doses para
cada espécie fiingica estudada, com 4 repeti¢des por tratamento.

A preparacdo dos substratos de 4gar-dgua contendo o glifosato foi
realizada a partir da obtengdo de duas solugdes estoques. A primeira foram
adicionados 3 mL do herbicida filtro-esterelizado, conforme descrito
anteriormente, em 500 mL de dgua autoclavada, proporcionando uma solugio de
concentracdo 12780 pM do principio ativo. Desta solugdo, I, 2 e 4 mL foram
adicionados a 500 mL de 4gar-agua 1% autoclavado, momentos antes de se verter
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o substrato nas placas, alcangando as concentragdes desejadas de 25.6;51 e 102
pmoles L™, respectivamente. Para a segunda solugao estoque, foram adicionados,
a 125 mL de agua, 3 mL de Roundup®, resultando em uma solugdo de 51120 uM
do principio ativo, da qual 2 e 4 mL foram retirados ¢ adicionados a 500 mL de
4gar-agua autoclavado, proporcionando a concentragdo de 204,5 ¢ 409 uM do
principio ativo nas placas, respectivamente. O tratamento testemunha foi
constituido de aproximadamente 20 mL de agar-dgua 1% por placa, sem adicao
do herbicida.

Os esporos dos FMA foram extraidos do solo dos vasos de cultivo da
colecio de FMAs do DCS/UFLA através do peneiramento via umida ¢
centrifugacio em solugdo de sacarose (Gerdemann & Nicolson, 1963). Com o
auxilio de uma lupa com aumento de 40 vezes foram selecionados, quanto ao
aspecto morfologico, aproximadamente 500 esporos por espécie. Apos lavagens
segiienciais em agua estéril, em capela de fluxo laminar horizontal, os esporos
foram transferidos para placa de Petri (50 mm de didmetro) previamente
autoclavada, com duas folhas de papel de filtro no seu interior, para a drenagem
do excesso de agua. Toda a transferéncia dos esporos foi realizada utilizando uma
micropipeta e ponteiras estéreis. No interior da capela foi instalada uma lupa, a
qual foi desinfectada com alcool 70%, para possibilitar a captura dos esporos €
sua transferéncia para as placas contendo o 4gar-agua. Utilizando uma alga de
ponta fina foram colocados 10 esporos por placa, caracterizando as unidades
experimentais, selecionando-se aqueles que apresentavam integridade na sua
estrutura. Em seguida as placas foram vedadas com filme plastico, evitando,
assim, a desidratagdo excessiva, envolvidas em papel aluminio e incubadas em
sala de crescimento a aproximadamente 28° C por 15 dias, quando se procedeu a
avaliagdo da porcentagem de germinagdo e crescimento do tubo germinativo dos

esporos. Na avaliagio empregou-se microscopio estereoscopico em ampliagdo,
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que variou de 5 a 40 vezes. Foram considerados germinados os esporos com um
ou mais tubos germinativos ¢ a germinagdo foi calculada em porcentagem em
funcio do mimero total de esporos em cada placa. O crescimento do tubo
germinativo foi avaliado utilizando um sistema de categorias de crescimento,
atribuindo-se valores de 0 a 4, sendo: 0 = sem crescimento; l=<5mm;2=5a
10 mm; 3 =102a 15 mm e 4 => 15 mm, como empregado por Lambais &
Cardoso (1989). :
Os dados de porcentagem de germinagdo foram nommalizados pela
transformagio arco semo (% germinagio/100)'? e os de crescimento do tudo
germinativo (CTG) pela transformagiio (CTG + 0,5) 2, sendo todos os dados
submetidos a andlise de varincia e teste de-média (Tukey) a 5% de probabilidade
pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000). Foram produzidas as
equagdes de regressdo linear para o crescimento do tubo germinativo e para a
porcentagem de germinacdo dos esporos, em fungdo das doses crescentes de
glifosato.

3.2 Soja inoculada em solo com aplicagiio prévia de Roundup®

Realizou-se 0 experimento em casa de vegetagio do Departamento de
Ciéncia do Solo (DCS) da Universidade Federal de Lavras — UFLA, no periode
de maio a julho de 2003, empregando-se a soja (Glycine Max Merril) semeada em
um Latossolo Vermelho distréfico (LVd), muito argiloso, coletado no bairro
Jaguara, no municipio de Nazareno — MG, que apés a calagem apresentou pH em
agua = 6,0; P e K (Mehlich 1) = 1,4 e 74 mg.dm™, respectivamente; Ca ** ¢ Mg >
(KCt 1 N) = 38 e 1,8 cmol.dm®, respectivamente; V = 75,3 % ¢ M.O.
(Na,Cr,07 4N + H,S0, 10 N) =2,7 dagks ™.

38



No estudo foi utilizada a cultivar “Doko” melhorada, plantada em solo
que recebeu aplicagio prévia de 5 doses do herbicida Roundup®. Como
testermmha, um tratamento sem aplicagiio do Roundup® foi utilizado. Em todos
os tratamentos foram inoculadas espécies de fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) e da bactéria Bradyrhizobium japonicum, estirpe BR 29, recomendada
pela RELARE como inoculante para a soja. O experimento foi ainda constituido
de 2 tratamentos adiciomais que ndo foram inoculados com microrganismos,
permanecendo apenas a microbiota nativa, sendo ao primeiro adicionado uma
dose do herbicida referente a 10 L. ha ! e o outro utilizado como controle, sem
aplicagio do quimico, ambos com adubagdo nitrogenada adicional. Para cada
tratamento, trés épocas distintas de corte da planta foram feitas, proporcionando
um fatorial 6 x 3, totalizando 18 tratamentos. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repetigies para cada
tratamento.

Os recipientes de cultivo foram preparados a partir de tubos de PVC de
10 cm de didmetro e 25 cm de altura, revestidos internamente com sacos plasticos
(conferindo um volume de 3,9 dm®), os quais foram preenchidos com 1,0 Kg de
solo (ndo inoculado), aplicados nos dois tergos inferiores dos vasos, mais 0,5 Kg
de “solo inéculo”, aplicado no tergo superior. Os vasos dos tratamentos que nio
foram inoculados receberam somente o solo ndo infestado.

Para a preparagio do inéculo de fungos micorrizicos foram misturados
trés vasos de multiplicagio de FMAs, pertencentes a colegdo de FMAs do
Departamento de Ciéncia do Solo — DCS/UFLA, os quais sio mantidos em
substrato composto por duas partes de um LVd e uma de areia de rio e cultivados
com Brachiaria brizantha. Optou-se por utilizar, neste estudo, preferencialmente
a espécie Glomus etunicatum, pelo seu historico de elevada eficiéncia de

colonizagiio em raizes de soja (Silva Junior & Siqueira, 1998). Desta forma, e
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com base na densidade de esporos observada, selecionaram os seguintes vasos: 1)
N° UFLA-05, com G. etunicatum (~ 600 esporos/50 mL); 2) N° UFLA-07, com
Gigaspora margarita (~ 300 esporos/50 mL), G. etunicatum (~ 100 esporos/50
mL) e G. occultum (~ 50 esporos/50 mL); e 3) N° UFLA-62, com G. etunicatum

- (~ 200 esporos/50 mL) e G. occultum (residuo). Apés a homogeneizagio, o
inéculo, contendo 40 esporos/mL, foi misturado com o solo experimental,
obtendo-se uma densidade final de 4 esporos/mL de solo. Os esporos foram
extraidos e contados conforme metodologia descrita por Gerdemann & Nicolson
(1963).

As doses de Roundup® aplicadas ao solo foram preparadas a partir de
uma soluggo estoque, em que 1 mL do herbicida foi diluido em 1000 mL de H;0,
e a partir desta solugdo, 20, 40, 80, 120 ¢ 160 mL foram retirados e diluidos
novamente em 1600 mL de H;0. Destas solugdes, 50 mL foram aplicados ao solo
por vaso, representando, assim, as concentragdes 1,25; 2,5; 5; 7,5¢ 10 L ha”,
respectivamente. Para os tratamentos que ndo receberam doses do herbicida,
foram adicionados ao solo 50 mL de dgua autoclavada.

O mdculo de B. japonicum foi preparado de forma semelhante e sob as
mesmas condicdes do experimento 1. Apés 7 dias de crescimento, 0,2 mL da
suspensdo de células foi adiciorado ao fundo de cada cova de semeadura,
totalizando 1 mL de inéculo por vaso, conforme recomendagio da RELARE,
tendo em vista a semeadura de 5 sementes por vaso.

As scmentes de soja foram inicialmente desinfestadas superficialmente
por meio de imersdo em solugfio de hipoclorito de sodio 1% por 1 mimuto e 30
segundos e posteriormente lavadas em agua corrente. Foram semeadas cinco
sementes por vaso, 10 dias apods a aplicagio do herbicida ao solo, e aos 13 dias
apés a emergéncia (DAE) foi realizado o desbaste, permanecendo uma planta por

vaso.
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Todos os tratamentos receberam, de forma parcelada aos 14, 21 ¢ 28
DAE das plantas, 225 mg/vaso de K na forma de KH-PO, ¢ 375 mg/vaso de P,
na forma de HsPO.. Exclusivamente para os dois tratamentos que nao reccberam
inoculagdo microbiana, foram fomecidos 300 mg/vaso de N, na fonte NH:NO:;,
como adubagdo nitrogenada.

Aos 17, 31 e 45 DAE, as plantas foram cortadas rente ao solo, sendo as
partes aéreas secas em estufa de circulagdo de ar a 60° C até peso constante,
momento em que se determinaram as suas massas secas em balanga de precisdo.
As raizes foram lavadas em agua corrente ¢ em seguida foi feito o destaque € a
contagem do niimero de nodulos. Aproximadamente 1 g de raizes frescas, de cada
planta, foi separado para ser corado, conforme Phillipis & Haymann (1970), e foi
avaliada a porcentagem de colonizagdo micorrizica, segundo Giovanneti & Mosse
(1980). Foi ainda determinado o peso de raizes e nodulos secos das plantas, apos
secagem em estufa de fluxo de ar for¢ado.

Todos os dados foram submetidos  analise de varidncia e teste de média
(Tukey) a 5% de probabilidade pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira,
2000), sendo os resultados de colonizagdo micorrizica transformados pelo arco

seno (colonizagio/100)" e nodulagdo (n° de nédulos + 0,5) '*, respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Efeitos do Roundup® sobre Bradyrhizobium spp. “in vitro”

Em ambos experimentos, o indculo inicial apresentou boa quantidade de
unidades formadoras de col6nia, sendo encontradas 11,45 x 10° UFC/mL para o
primeiro experimento e 8,79 x 10° UFC/mL para o segundo.

Em todos os periodos avaliados, 120; 168 € 240 horas, foram observados
efeitos significativos do glifosato no crescimento bacteriano, sendo estes efeitos
diferenciados para concentragdo do herbicida e estirpe estudada (Tabela 2).

As estirpes BR 29 ¢ INPA 553A apresentaram pequeno aumento e
nenhuma inibi¢do para as doses iniciais, j4 a BR 86 sofreu redu¢do linear com
120 boras de crescimento (Figura 2a). Nesta época, o comportamento da curva de
crescimento das estirpes BR 29 ¢ INPA 553A, em funcdo das doses crescentes,
foram quadraticos, sendo os crescimentos méximos calculados pelas regressdes,
equivalentes a 8947 e 86,21 pM, respectivamente, correspondendo a
aproximadamente 12,8 e 12,3 vezes a dose experimental (DC) equivalente 2
concentragio esperada no solo a campo (7 uM), estimada por Moorman, (1986),
0s quais consideraram uma pulverizagdo de 1,12 Kg/ha e concentragio de 1 mg
de glifosato por Kg de solo com densidade 1,2 e profundidade aicangada pelo
quimico de 0-7 cm. Para as avaliagdes subseqiientes (168 e 240 horas), a estirpe
BR 29 ndo apresentou efeito significativo no crescimento, para o aumento de
doses, demostrando insensibilidade ao quimico. J& para a estipe INPA 553A,
nestas mesmas épocas de avaliagdo, o crescimento foi decrescido linearmente, de
acordo com o aumento das doses, proporcionando 50 % de inibicio do
crescimento (DIs)) para as doses calculadas de 294,92 e 646,37 uM,
respectivamente (Figuras 2b e ¢).



TABELA 2. Valores de densidade dtica (360 nm) realizadas apos 120, 168 ¢ 240
horas de crescimento bacteriano em meio 79 contendo
concentracdes crescentes de Roundup®

[ ] Glifosato (n M)

Estirpes 0 29 58 112 213

120h

BR 29 0,66 bB 0,87 aA 0,85 aA 0,84 aA 0,66 aB

BR 86 0,81 aA 0,71 bcAB 0,63 ¢cBC 0,53¢cC 0,38¢D

INPA 80A 0,70 bNS 0,75 bNS 0,76 abNS 0,74 abNS 0,68 aNS

INPA553A 0,62 bAB 0,64 cAB 0,66 bcAB 0,68 bA 0,56 bB
168 h

BR 29 1,29 bA 1,26 bA 1.25bA 1,31 abA 1,16 abA

BR 86 2,96 aA 2,10aB 1,27bC 0,93 bCD 0.79bD

INPA 80A 1,71 bAB 1,68 abAB 1,88 aA 1,64 aAB 1,26 aB

INPAS53A 1,42 bA 1,39 bAB 1,41 bA 1,27 abAB 0,93 abB
240 h

BR29 1,20 cA 1,08 dA 1,04 dA 1,16 cA 1,08 bA

BR 86 2,78aA 2,78 aA 2,76 aA 1,14cB 0,97 bB

INPA 80A 1,70 bBC 1,79 bBC 2,35bA 1,92 aB 1,57aC

INPAS553A 1,48 bcAB 1,48 cAB 1,59 cA 1,47 bAB 1,32bB

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e miniiscula na coluna niio diferem entre si
(Tukey a 5%). NS = Nio significante.

A estirpe BR 86 apresentou a maior sensibilidade ao glifosato,
principalmente nas iltimas avaliag3es, em que se observou uma redugfo linear do
crescimento, cm relagdo A testemunha, ja nas primeiras dosagens do herbicida,
com a DIy, de 210,26; 122,25 e 135,94 pM, respectivamente com 120, 168 ¢ 240
horas dc cultivo. No entanto, na tltima avaliagdo, a estirpe atingiu o maximo
crescimento detectivel pelo aparclho de leitura dtica, para as duas menores

dosagens ¢ para a testemunha, havendo posteriormente uma acentuada.
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FIGURA 2. Evolugdo da densidade otica das caldas bacterianas (= BR 29; A
BR 86; e INPA 80A: ¢ INPA 553A), com 120 (A), 168 (B) e 240 (C) horas de

crescimento. em fun¢io do aumento da dosagem do glifosato no meio de cultura.
(* = prob. 0.05).
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diminuiciio para as maiores doses. Este fato pode ser explicado por um possivel
processo de “adaptagdo” da nova condigdo, em que as novas células geradas, seja
por mutagsio ou expressio de genes cripticos, apresentaram maior capacidade de
sobrevivéncia e replicagio em baixas dosagens do herbicida.

De uma forma geral, a estirpe INPA 80A apresentou elevada estabilidade
no crescimento, em todas as épocas de avaliagdo, nio sofrendo influéncia das
doses do herbicida aplicadas nas primeiras 120 horas. Para a segunda avaliagio
foi observado decréscimo linear significativo no crescimento, apresentando uma
DIy, de 378,39 pM, demonstrando uma maior tolerdncia ao quimico, quando
comparada com a INPA 553A ¢ BR 86. No ultimo periodo de avaliagdo (240
horas), a curva de crescimento da estirpe, calculada pela analise de regressio,
comportou-se de forma quadratica, sendo a dose estimada para o maiximo
crescimento referente a 88,04 uM, ou seja, 12,5 vezes a dose experimental DC)
equivalente 3 concentragdo esperada no solo a campo (7 uM).

Com o aumento da maior dosagem do herbicida no meio para 454 uM no
segundo experimento, o crescimento bacteriano praticamente ndo existiu com €ssa
dose, nfo sendo observada diferenga entre as estirpes estudadas nos dois periodos
de avaliagdo (Tabela 3).

Com a ampliagio da variagdo entre as doses do Roundup® no meio (0 -
454 uM) e a retirada do tratamento de dose 28 pM aplicado no primeiro
experimento, observou-se, de um modo geral, um desempenho semelbante entre as
estirpes estudadas, sendo observado, apés 72 horas, um decréscimo linear no
crescimento de todas as estirpes, em fungdo do aumento das dosagens do
herbicida, para os quatro tratamentos bacterianos (Figura 3A). Em fungio da
DI, calculada a partir das equagdes de regressdo, pode-se constatar sensibilidade
diferenciada no crescimento entre as estirpes, decrescente na seguinte ordem: BR
86 > INPA 80A > INPA 553A > BR 29 (DI, = 242,94; 247,27, 260,5 e 270,68
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uM, respectivamente). Considerando aplicagdes na dose experimental equivalente
a esperada a campo (DR), ou seja, aproximadamente 7 uM, a inibi¢do no
crescimento, calculada pela equagdo de regressdo, serd de 1,3; 1.4; 1,3 e 1,5%,

estirpes.

TABELA 3. Valores de densidade ética (560 nm) realizadas apés 72 e 216 horas
de crescimento bacteriano em meio 79 contendo concentragdes

crescentes de Roundup®
[ ] Glifosato (umol L)
Estirpes 0 58 114 230 454
72h
BR 29 0,84 bA 0,852aA 0,71 aB 0,68 aB 0,09aC
BR 86 1,01 aA 0,67 bB 0,49 cC 0,38bC 0,12 aD
INPA 80A 0,68 cA 0,69 bA 0,60 abA 0,44 bB 0,05 aC
INPASS3A 0.64cA 0,62 bA 0,53 bcAB 042 bB 0,07 aC
216h
BR 29 2,96 nsA 1,99bB 1,39 bBC 1,72 aB 0,87 aC
BR 86 2,96 nsA 2,96 aA 1,37bB 1,02 bBC 0,42 aC
INPA 80A 2,96 nsA 2,96 aA 2,68 aA 1,46 abB 0,39aC
INPASS3A 2,96 nsA 2,96 aA 2,13aB 1,36 abC 0,51 aD

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha e miniiscula na coluna ndo diferem entre si
(Tukey a 5%). ns = Nio significante.

Na segunda época de avaliagio (216 horas), o comportamento no
crescimento das estirpes INPA 80A ¢ INPA 553A foi semelhante ao observado na
primeira avaliagdo, ou seja, com decréscimo linear ¢ sensibilidade semelhante
entre elas (DIs; = 254 e 259,91 uM, respectivamente). As estirpes BR 29 ¢ BR
86, para esta segunda avaliagio, mostraram decréscimo de crescimento
quadratico, em fungio do aumento de doses, porém estas estirpes novamente
apresentaram a menor € a maior sensibilidade ao glifosato com Dls,



de aproximadamente 293,75 ¢ 209.38 pmoles L”, respectivamente. Em dose
experimental equivalente & concentragdo esperada a campo (DR = 7 pM),

novamente nio houve inibigdo para o crescimento das estirpes (Figura 3B).
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FIGURA 3. Evolugdo da densidade otica das caldas bacterianas (m BR 29: A

BR 86; e INPA 80A; ¢ INPA 553A), com 72 (a) e 216 (b) horas de crescimento,
em fungdo do aumento da dosagem do glifosato no meio de cultura. (* =
probabilidade de 0.05).
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O bom desempenho das estirpes INPA 80A ¢ INPA 553A, em ambos os
expenimentos, de certa forma ndo era esperado, pois em fungo das bactérias
terem sido isoladas de solos da regidio amazonica, local onde é menor o convivio
desses organismos com pesticidas como o Roundup®, acreditava-se que, pela
inexisténcia de um processo adaptativo das novas condicdes impostas, uma maior
sensibilidade destas 4 molécula herbicida fosse ocorrer. Esta suposi¢do ¢é
embasada em resultados obtidos por Quinn ef a/. (1988), que observaram 50% de
inibicdo no crescimento de bactérias heterotroficas isoladas de local sem
aplicagdo prévia do glifosato, quando submetidas 4 dosagem de 3,5 mM (3500
HM ou 591,5 mg/L) do herbicida. Para bactérias isoladas de local com aplicagdo
do herbicida, a inibigio de 40% s6 foi alcangada com 8 mM (8000 uM ou 1352,1
mg/L) do quimico.

Pdde-se concluir que, ao final dos dois experimentos, o crescimento das
bactérias em meio 79 acrescido de glifosato variou de acordo com as estirpes
estudadas, independentemente do local de isolamento das mesmas, ¢ com as
dosagens aplicadas do herbicida, até a dosagem de 230 uM. A dose de 454uM foi
capaz de inibir o crescimento para todas as estirpes estudadas. Estes resultados
corroboram o observado por Jacques et al. (2002), que trabalhando com as
estirpes brasileiras BR 29, BR 85 e BR 96, de Bradyrhizobium spp.. cultivadas
em meio 79 adicionado de 26, 52, 104 ¢ 208 uM, no primeiro trabatho, e dosc
fixa de 42,2 uM do ingrediente ativo, no segundo, também observaram, ao final
do periodo de incubagdo (126 e 122 horas, respectivamente), um decréscimo no
crescimento, que variou em sua magnitude em fungdo das estirpes estudadas,
sendo a ordem de tolerdncia das estirpes ao glifosato igual a BR 85 (SEMIA
5079 = CPAC 15) > BR 29 (SEMIA 5019) > BR 96 (SEMIA 587) para o
primeiro experimento ¢ BR 96 (SEMIA 587) > BR 85 (SEMIA 5079) > BR 29
(SEMIA 5019) para o segundo. Semelhantemente, Moorman et al. (1992),
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avaliando a populagiio de trés estirpes de B. japonicum, por contagem do nimero
mais provavel de colénias crescidas em placas de Petri contendo meio YMA,
previamente crescidas em meio de cultura MSR adicionado de 0,5; 1 ¢ 5 mM
(500, 1000 e 5000 uM) do sal de isopropilamina do glifosato, por até 3 dias de
cultivo, constataram inibigdes variando de 10 a 47 %, em fungdo das estirpes
estudadas, para doses até 1 mM (1600 uM), e de 100% para a dose de 5 mM
(5000 pM), em relagio ao tratamento sem aplicagdo do glifosato ao meio.
Inibicio variada, em fungio das estirpes de rizébio estudadas, também foi
observada por Faizah et al. (1980) e Martensson (1992), quando o herbicida foi
adicionado aos meios de cultura nas dosagens de 12,1 g/L (71000 pM) e 10 ¢ 100
mg/L (59,1 e 591,6 uM), respectivamente.

O pequeno estimulo observado no crescimento das estirpes BR 29, INPA
553A e INPA 80A, até as respectivas doses calculadas de 89,47, 86,21 e 88,04
uM, a partir das equagdes de regressio, e posterior inibigio do crescimento para
as doses subsequentes, corroboram as observagdes de Eberbach & Douglas
(1989), que aplicando concentragdes de 0 a 20 mg ia/L (11,8 a 113,3 uM) ao
meio de cultura, observaram significante redu¢fio no crescimento de Rhizobium
trifolii TA1 a partir da dose 10 mg ia/L (59,2 pM).

Liu ef al. (1991) observaram um crescimento mais rapido da estirpe
RM1021 de Rhizobium meliloti com o aumento dos niveis da molécula no meio.
No entanto, quando estes niveis excederam a 1 mM (1000 M), o crescimento foi
retardado. Este comportamento assemelha-se ao observado para as estirpes BR
29 e INPA 553A com 120 horas de crescimento ¢ para a estirpe INPA 80A com
240 horas, todos no primeiro experimento.

O comportamento de insensibilidade da estirpe BR 29 nas duas tltimas
avaliagBes, assim como da estirpe INPA 80A na primeira, em funcio das doses
crescentes do glifosato, é corroborado por Moorman (1986), que estudando o
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crescimento “in vitro”, por meio de contagem das unidades de col6nias formadas,
de duas estirpes de Rhizobium japonicum (B. japonicum) cultivadas em meio de
cultura YMA adicionado de 2 e 20 mg/L (11,8 ¢ 118,3 uM) de glifosato, ndo
observou reducdo significativa na taxa de crescimento das bactérias, concluindo
que houve uma acg3o bacteriostitica do herbicida; porém, nio toxica.
Semelhantemente, Mallik & Tesfai (1983) nio constataram o efeito do glifosato
no mimero de colonias formadas, para a estirpe 3I1bl10 de Rhizobium
Japonicum (B. japonicum), testadas em meio de cultura adicionado de doses de
até 25 pg/mL (mg/L) (147,9uM) do herbicida. Apesar de trabatharem com doses
maiores (0; 3; 6 e 30 g/L) (17,75 2 177,5 mM), Faizah et al. (1980) também nio
observaram diferenga no crescimento de 3 isolados de rizdbio origimdrios da
Malasia, Africa e Australia. No entanto, estes resultados foram constatados 24
horas ap6s a inoculagio dos meios.

O melhor desempenho da estirpe BR 29 observado no presente estudo
comprova a sua elevada plasticidade, conforme observado em outros trabalhos,
em que também se observou a alta capacidade competitiva e adaptativa da estirpe
quando em condiges de estresse.

4.1.1 Efeitos do Roundup® sobre fungos micorrizices arbusculares

“in vitre”

A aplicagio de Roundup® teve efeito significativo na germinagio e no
crescimento do tubo germinativo dos esporos dos fingos micorrizicos
arbusculares cultivados em agar-agua acrescido de doses crescentes de Roundup®
(Tabela 4).
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Com excegdo dos esporos da espécic Glomus etunicatum, que ndo
germinaram quando a concentragio do glifosato no agar-agua excedeu 51 pM,
houve germinagéio para as outras duas espécies, em todas as doses aplicadas do
herbicida. Até a dose de 204,5 pM, a média dc germinagdo dos esporos de
Gigaspora margarita foi de 78%. Ja para Scutellospora heterogama, a variagio
observada na germinagio dos esporos, em relagdo as demais espécies, pode ser
atribuida a falta de sincronizagdo destes em fungdo da ocorréncia de quiescéncia
(Tabela 4).

TABELA 4. Porcentagem de germinagio ¢ a média dos valores das classes

atribvidas ao tamanho dos tubos germinativos dos esporos dos
FMAs em 4gar-agua acrescido de doses crescentes de Roundup®

Glifosato Germinagio (%) Crescimento do TG
(wmol L% G. G. S. G. G. S.
etunicatum margan’ta heterogama etunicatum margan’ta Heterogama

0 475a 775a  63,6ab 1,33b 3,77a 2,52a
25.6 46,6a 750a 72,52 195a 3,66 a 1,81 ab
51 30,0 a 77.5a  57.5abc 1.0b 3.52a 1.93 ab
102 00b 80,0a  350bc 00¢c 3,132 1,40 b
204.5 0,0b 800a  42,5abc  00c 1,87b 1,0b
409 0,0b 32,5b 27,5¢ 00c 1,67b 10b
Pr>Fc 0.0000  0,0017 00011 00000 00000  0.0010
CV(%) 34,86 16,48 18,38 6,64 6,49 10,73

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nfio diferem entre si (Tukey a 3%). Pr =
Probabilidade; CV = Coeficiente de variagdo.

Pelos resultados obtidos, constatou-se uma inibi¢io da germinacgio
diferenciada entre as espécies estudadas, em relagio a adicio de doses crescentes
de Roundup® no meio de cultivo, sendo esta decrescente na seguinte ordem: G.

etunicatum > S. heterogama > G. margarita (Figura 4). No entanto, a até a dose



de 51 pM de glifosato adicionados ao agar-agua ndio houve efeito na porcentagem

de germinacdo, para nenhum dos isolados de FMAs avaliados.
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FIGURA 4. Curvas de regressdo lincar das porcentagens de germinacdo dos
esporos de FMAs (A G. margarita; m S. heterogama ¢ ¢ G. etunicatum) em
agar-agua acrescido de doses crescentes de Roundup®. (* = probabilidade de

0.05).
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FIGURA 5. Curvas de regressdo linear das médias dos valores das classes
atribuidas ao tamanho dos tubos germinativos dos esporos dos FMAs u (G.
margarita; A S. heterogama e ¢ G. etunicatum) em agar-igua acrescido de
doses crescentes de Roundup®. (* = probabilidade de 0,03).
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Observando o grafico das curvas de regressio dos percentuais de
germinacio dos esporos (Figura 4), verificamos um pequeno estimulo do glifosato
na germinagio de esporos de G. margarita até a dose méxima de 111,75 uM,
calculada pela equacio de regressdo, com posterior inibigdo para as dosagens
subsequentes. Os esporos das espécies S. heterogama ¢ G. etunicatum sofreram
inibiﬁodagenninaéo,deacordocomoamnemodasdos&s,asquais
promoveram 50% de inibi¢do da germinacdo (DIso) nos valores aproximados de
3229 e 53,6 uM, respectivamente, 0 que caracterizou o G. etunicatum como
altamente sensivel ao glifosato. Para esta ultima espécie, a germinagio dos
esporos foi totalmente inibida na’concentragdo do glifosato no dgar-dgua igual a
102 uM, e por este motivo, desconsideraram, para cdiculo da equagdo de
regressio, as dosagens subsequentes (204,5 e 409 uM).

Considerando, semelbantemente ao disposto para o experimento com
bactérias, a dose experimental (DC) equivalente & concentragdo esperada no solo
a campo igual a 7 uM, proposta em Moorman (1986), e as equacdes de regressio
de cada espécic fiingica, a inibigio na germinagdo dos esporos de S. heterogama
e G. etuniicatum de 1,08 e 6,45%, respectivamente, ¢ o estimulo de 1,22% na
germinag3o dos esporos de G. margarita, sio considerados irrelevantes.

Semelhantemente ao observado na avaliagio de germinagdo, para o
crescimento do tubo germinativo as doses crescentes do herbicida proporcionaram
uma inibi¢io diferenciada entre as espécies, decrescendo na mesma ordem do
experimento de germinagdo, ou seja, G. etunicatum > S. heterogama > G.
margarita, apesar da ocorréncia de comportamento semelhante entre elas. Com
base nas equagdes de regressio de cada espécie, as doses de inibicdo de 50%
(Dls) no crescimento do tubo germinativo dos esporos foram de 323.2; 316,9 ¢
55,68 uM. Aplicando a dose considerada para aplicagbes de campo (7 pM) nas
equagdes de regressio de cada espécie fiingica, ndo houve efeito no crescimento
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do tubo germinativo dos esporos de G. margarita e S. heterogama. Para os
esporos de G. etunicatum esta dose promoveu uma inibicdo de 6,33%.

Para as maiores doses (204,5 ¢ 409 uM), somente foram constatados
esporos de S. heterogama classificados como “1”, evidenciando um efeito
inibitério, em doses elevadas de glifosato, no crescimento dos tubos germinativos
dos esporos (Figura 6A). A germinagio inconstante dos esporos desta espécic € a
relativa baixa diferenga de esporos germinados entre o tratamento testemunha e o |
tratamento de maior dose do Roundup® no agar-igua (409 uM) podem ter
contribuido para a ndo diferenciagio estatistica entre os tratamentos com
aplicagdo do quimico.

Na analise de distribui¢io dos esporos germinados de G. efunicatum, por
classe de crescimento, a ocorréncia de esporos com tubos germinativos
categorizados como “3”, de crescimento médio-alto, e com a maioria classificados
como “27, proporcionou ao tratamento com dose de 25,6 uM um estimulo
significativo no crescimento do tubo germinativo, em relagdo a testemunha e ao
tratamento com dose 51 uM. Nio se observaram esporos caracterizados como
“4”, de elevado crescimento do TG (Figura 6B). Em fungio da baixa germinagio
dos esporos de G. etunicatum, o estimulo observado no crescimento do tubo
germinativo desta espécie na concentragdo 25,6 pM deve ser observado de forma
cautelosa, pois ¢ comum a ocorréncia de variagdes em avaliagdes neste tipo de
estudo, exigindo a realizagdo de repetidos estudos, visando a confirmagio dos
resultados.

O fungo G. margarita, na avaliagio do CTG, demonstrou um efeito
inibitério do glifosato no crescimento do tubo germinativo dos esporos somente
para os dois tratamentos com as maiores doses (204,5 e 409 pM) do glifosato no
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FIGURA 6. Distribui¢do dos esporos germinados de Scutellospora heterogama
(A), Glomus etunicatum (B) e Gigaspora margarita (C), por classe de
crescimento, cultivados em dgar-agua acrescido de doses crescentes de Roundup®
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meio, quando obteve descmpenho estatisticamente idéntico entre eles e inferior
aos demais tratamentos, demonstrando, assim, como na avaliagio de germinagio,
somente para elevadas doses do herbicida (Tabela 4). Este efeito inibitorio é
confirmado na anilise de freqiiéncia de ocorréncia dos esporos classificados em
catcgorias de crescimento, dentro de cada concentragio do quimico. Observa-se
alta freqiéncia de esporos categorizados como “4”, ou seja, de elevado
crescimento, no tratamento testemunha e nas doses de 235, 50 e 100 uM do
principio ativo, e baixa freqiiéncia destes esporos nas doses de 200 ¢ 400 uM. De
forma inversa, observa-se um efeito para os esporos categorizados como “17 e
*2” (Figura 6C).

Apesar das observagdes de inibigio na germinacio e crescimento do tube
germinativo dos esporos das espécies avaliadas, em fungio da aplicagio de
dosagens crescentes do glifosato, Bevrle ef al. (1995), avaliando o crescimento de
Rhizoctonia spp. “in vitro” na presenca de 0,5 ¢ 1,0 mM de glifosato, nio
observaram efeito significativo do herbicida em nenhuma dose, apés 10 dias de
cultivo, demonstrando a ocorréncia de insensibilidade da espécie para as doses de
glifosato aplicadas.

Em estudos de contagens de microrganismos isolados de solos
adicionados de glifosato, diversos autores também detectaram uma baixa resposta
dos fungos em fungdo das dosagens crescentes do herbicida, como relatado por
Roslycky (1982); Gorlach-Lira et al. (1997) ¢ Wardle & Parkinson (1990b)
avaliando dosagens de 1 a 1000 pg/mL; 1 ¢ 4 ppm ¢ 2 a 200 pg/g de glifosato,
respectivamente. Em outra avaliagdo, utilizando doses de 100 a 500 ppm,
Gorlach-Lira et al. (1997) observaram ainda um efeito bacteriostatico mais
acentuado do que o fungistatico, sendo, ambos aumentando de acordo com o

aumento da dose do herbicida.



Recentemente, Araijo ef al. (2003), em contagem do mimero mais
provavel entre microrganismos submetido a dosagem de 2,16 mg/kg (13 uM) de
glifosato, observaram um aumento do nimero de fungos € de actinomicetos apos
32 dias de incubagdo. Contrariando essas observagdes, Busse et al. (2001)
constataram uma maior sensibilidade dos fungos, isolados em solos de floresta de
pinheiros (Pinus ponderosa), em relagio as bactérias, para doses de glifosato até
500 mM, on seja, 100 vezes a recomendada para aplicagdes de campo, segundo o
autor.

Nio foram encontrados relatos do efeito do glifosato em fungos
micorrizicos arbusculares “in vitro”, limitando a discussdo dos resultados aos
efeitos observados em fungos heterotroficos.

Ao final dos experimentos com Bradyrhizobium spp. e FMAs “in vitro”,
constatou-se um efeito inibitério muito baixo do glifosato mo crescimento
bacteriano, bem como na germinagdio e crescimento do tubo germinativo das
espécies micorrizicas, para a dose experimental equivalente & concentracdo do
herbicida esperada no solo a campo (7 uM), conforme proposicdo de Moorman,
(1986), pois excetuando-se a inibigdo de aproximadamente 6% na germinagio e
no crescimento do tubo germinativo de esporos de G. efunicatum, nenhum outro
parimetro avaliado apresentou inibi¢io superior a 2% em relagiio A testemunha
livre do glifosato.

4.2 Efeito do Roundup® no crescimento, nodulaciio e colonizagéio

micorrizica da soja

A aplicagdo prévia de doses crescentes de Roundup®, equivalente a até 10
L/ha (22,5 pM), niio teve efeito significativo no crescimento da soja, avaliada em
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trés épocas diferentes (Tabela 5), sendo os pesos médios aos 17, 31 e 45 DAE
iguais a 0,3215; 1,4222 e 4,7759 g, respectivamente.

TABELA 5. Peso da matéria seca da parte aérea de plantas de soja, aos 17,31 ¢
45 dias ap6s a emergéncia (DAE), submetidas aos tratamentos com
aplicacdo de doses crescentes de Roundup ®

. . Peso seco de parte aérea (g)

[Glifosato] L/ha 17 DAE 31 DAE 45 DAE
0 03662 a 13862 a 50552 a
1,25 03432 a 14238 a 4.9044 a
2.5 03126 a 12524 a 46916 a
5 03334 a 14732 a 48636 a
75 02870 a 1.6750 a 47730 a
10 0.2868 a 13526 a 43678 a
ProFc 0,22 (ns) 0,42 (os) 034 (m5)
CV(%) 17,96 21.91 10,09

Médiassegtﬁdaspelammaleuanacolnnanﬁodiferagenu'esi(rnkeyas%) ns = Ndo
significativo. Pr = Probabilidade; CV = Coeficiente de variagio. Equivalente a 0; 2.,8; 5,6; 11,2;
16,8 22,5 uM, respectivamente.

Para o peso da matéria seca da raiz (MSR), somente foi observada
diferenca significante aos 45 DAE, quando o tratamento testemunha, sem aplicacio
do herbicida, obteve um rendimento methor do que o observado nos tratamentos
com doses referentes a 2,5 e 10 L/ha. No entanto, para este mesmo parametro, nio
foi observada diferenga significativa entre os tratamentos com aplicagio do
Roundup®. Para as outras épocas de avaliagio a média do peso da matéria seca das
raizes foi de 0,2738 e 0,454 g aos 17 e 31 DAE, respectivamente (Tabela 6).

A nodulagio s6 foi avaliada aos 31 e 45 dias, em virtude de os nédulos
estarem em processo de formagdo aos 17 dias. Para as avaliagSes realizadas aos 31
¢ 45 DAE, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas para os
tratamentos (Tabela 7). O namero médio de ndédulos, aos 31 e 45 DAE, foi 41 ¢
142,8 nédulos por planta, respectivamente, e o peso médio da matéria seca destes,
nas mesmas épocas de avaliagdo, 0,0213 e 0,2875 g. Esses dados indicam que o



Roundup”, até a dose equivalente a 10 L/ha, aplicado 10 dias antes da semeadura,

ndo interferiu na nodulagdo de plantas de soja.

TABELA 6. Peso da matéria seca de raiz de plantas de soja, aos 17, 31 € 45 dias
apés a emergéncia (DAE), submetidas aos tratamentos com
aplicacdo de doses crescentes de Roundup ®

Peso seco de raiz (g)

[Glifosato] L/ha 17 DAE 31 DAE 45 DAE
0 02734 a 05134 a 13122 a
125 (2.8) 02582 a 0.4300 a 1.1868 ab
25 (5.6) 02448 a 03654 a 1.0694 b
5 (112 02664 a 0.4356 a 1.1202 ab
75 (168) 03052 a 0.4916 a 1.1536 ab
10 (22.5) 0.2946 a 0.4882 a 1.0206 b
PFc 0.9171 (ns) 03182 (as) 0.0119
CV(%) 34.66 24.05 10.25

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey a 5%). ns = Ndo
significativo. Pr = Probabilidade; CV = Coeficiente de variagdo. " Equivalente a 0; 2.8; 5,6; 11,2:
16,8 € 22,5 uM, respectivamente.

TABELA 7. Numero e peso da matéria seca de nodulos presentes em raiz de
plantas de soja, aos 17, 31 e 45 dias ap6s a emergéncia (DAE).
submetidas aos tratamentos com aplicagdo de doses crescentes de

Roundup ®

. . Niimeros de nodulos Matéria seca de nodulos (g)
[Glifosato] L/ha —=7 A 45 DAE 31 DAE 45 DAE
0 410 a 1428 a 0,0213 a 0,2875 a
1,25 (2.8) 46,2 a 986 a 0,0227 a 0,2711 a
25 (5.6) 40,0 a 1374 a 0,0183 a 02603 a
5 (11,2) 444 a 121,2 a 0,0239 a 0,2730 a
7.5 (16,8) 554 a 1410 a 0,0281 a 0,2695 a
10 (22.5) 52,2 a 126.8 a 0,0202 a 0.2070 a
Pr>Fc 0.4875 (ns) 0.3616 (ns) 0.4989 (ns) 0.5255 (ns)
CV(%) 15,32 13,60 35,73 25,97

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey a 5%). ns = Nao
significativo. Pr = Probabilidade; CV = Coeficiente de variacdo. ~ Equivalente a 0; 2,8; 5,6, 11,2,
16.8 e 22,5 uM, respectivamente.

A colonizagiio micorrizica das raizes das plantas de soja também ndo foi
influenciada pela aplicagdo de Roundup® (Tabela 8). A colonizagdo média das
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raizes por FMAs foi elevada, sendo, em média, de 44, 77 ¢ 80% aos 17, 31 ¢ 45
DAE, respectivamente.

TABELA 8. Porcentagem de colonizagido micorrizica em raiz de plantas de soja,
aos 17, 31 e 45 dias apos a emergéncia (DAE), submetidas aos
tratamentos com aplicacdo de doses crescentes de Roundup ®

. Colonizacio micorrizica (%)
[Glifosato] L/ha 17DAE 31 DAE 45 DAE
0 38 a 73 a 79 a
1,25 (2.8) 47 a 78 a 83 a
2,5 (5,6) 37 a 80 a 76 a
5 (@1L2) 55 a 78 a 78 a
7,5 (16,8) 41 a 76 a 83 a
10  (22,5) 46 a 76 a 82 a
Pr>Fc 0,1471 (ns) "~ 0,9327 (ns) 0,6383 (ns)
CV(%) 16,57 11,37 9,56

Médias seguidas pela mesma letra na coluna no diferem entre si (Tukey 2 5%). ns = Nio significativo. Pr=
Probabilidade; CV = Coeficiente d¢ variag3o.

Os resultados observados para a peso da matéria seca da parte aérea e da
raiz corroboram as observagbes de Chakravarty & Chatarpaul (1990), que
avaliando, em condigdo de casa-de-vegetagdo, o peso da matéria seca da parte aérea
(MSPA), da matéria seca da raiz (MSR) e da matéria seca total MSTotal de Pinus
resinosa, em fungdo da aplicagdo de doses relativas a 0,54 ¢ 3,23 kgia/ha (3,1 ¢
18,6 uM), ndo observaram diferenca estatistica entre os tratamentos. Morandi
(1989), avaliando a aplicagdo de dose equivalente a 0,5 pg/mL (2,9 uM) de
glifosato em plantas de soja com 2 semanas de crescimento, observou uma reduggo
no crescimento das plantas. No entanto, ¢ importante ressaltar que a aplicagio do
herbicida realizada por Morandi se deu apés o plantio da soja, ou seja, com a
planta compondo o sistema na época da aplicag8o, o que pode ter influenciado para
a ocorréncia da redugdo do peso das plantas, em fungio da pronta disponibilidade
da molécula para a absor¢do radicular. Martensson (1992) também observou uma
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diminuicdo na produgio de matéria seca das plantas de trevo vermelho (Trifolium
pratense cv. Britta) crescidas “in vitro”, quando foi realizada uma aplicag¢do
radicular de 10; 40 e 60 mg/L (59,1 e 591,6 uM) de glifosato.

A ndo interferéncia do glifosato na nodulagdo da soja diverge das
observagdes de Mallik & Tesfai (1985), segundo os quais o niimero € o peso dos
nédulos foram significativamente reduzidos com a aplicagdo do herbicida, na
dose recomendada e cinco vezes essa concentragdo (1,12 € 5,6 kg/ha [7 ¢ 35
uM]). No entanto, ¢ importante ressaltar que no trabalho de Mallik & Tesfai
(1985) a aplicagdo do glifosato ocorreu 17 dias apos 0 plantio da soja, ou seja,
diferentemente das condigdes impostas no presente estudo. Eberbach & Douglas
(1989). aplicando concentragdes de 0; 2: 5; 10 e 20 mg ia/L (11,8 a 118,3 uM)
de glifosato ao meio de cultura, também observaram um decréscimo linear no
nimero de nodulos em plantas de trevo crescidas em meio artificial. Em outra
avaliagdo, o indculo de R. trifolii TAl lavado uma ou varias vezes em solugdo
salina, apos crescimento em meio de cultura acrescido de glifosato, nas suas
varias concentragdes, mostrou um decréscimo na habilidade de nodular plantas de
trevo. Em estudo da iniciagio do processo de formagdo dos nodulos, Martensson
(1992) concluiu que doses de 10; 40 ¢ 60 mg/L (59,1 ¢ 591.6 uM) de glifosato
em meio de cultura ndo interferiram na deformagdo, induzida por bactéria, do
pélo radicular de trevo vermelho (7rifolium pratense cv. Britta). No entanto, a
nodulagdo foi afetada pelo aumento das concentragdes do quimico no meio.

Trabalhando com plantas de soja geneticamente modificadas para tolerar
o glifosato, King ef al. (2001) observaram resultados divergentes, em fungdo da
época de avaliagdo e plantio, constatando redugdo, aumento ou nenhum efeito no
niimero e no peso dos nodulos quando se aplicou 1,68 kg ia./ha (10,5 pM) do
herbicida.
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Avaliando o desenvolvimento ectomicorrizico de Paxillus involutus em
Pinus resinosa, Chakravarty & Chatarpaul (1990) constataram, apés dois meses
de crescimento da planta em solo com aplicagfio de glifosato, tanto em condigio
de casa de vegetagdo como de campo, que o desenvolvimento da simbiose nio foi
afetado, em nenhuma das doses do herbicida testado (0,54 e 3,23 kgia/ha[3,le
18,6 uM]), sendo observada ainda uma elevada taxa, tanto para a colonizagio
espontinea em condi¢do de campo, variando de 74 a 86%, quanto em condiggio de
inoculacdo em casa-de-vegetagio e campo, quando a colonizagio foi de
aproximadamente 99% em todas as concentrages do herbicida. Morandi (1989),
estudando a aplicagdo de dose equivalente a 0,5 pg/mL (2,9 uM) de glifosato,
observou aumento da colonizagdo micorrizica nas raizes de soja por Glomus
mosseae entre a testemunha e o tratamento com aplicacdio do herbicida. Segundo
o autor, o glifosato promoveu o acimulo do isoflavonéide gliceolin nas raizes, o
que favoreceu a micorrizagio. Contrariamente, Beyrle et al. (1995) observaram
uma falba pa iniciagdo da micorrizagio de espécies de Rhizoctonia em
protocormos de orquidea (Orchis morio) quando da adigio de 1 mM de glifosato

ao meio de cultivo.
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5 CONCLUSOES

O Roundup® mostrou-se inibitorio a0  crescimento  de
Bradyrhizobium spp. e a fungos micorrizicos arbusculares em meio
de cultura, sendo esse efeito dependente da dose aplicada e espécie

ou estirpe avaliada.

A inibicdo no crescimento de Bradyrhizobium spp. € na germinagao
e crescimento do tubo germinativo dos fungos micorrizicos
arbusculares s6 ocorreu em concentragdo muito superior aquelas

normalmente esperadas em condigoes reais de campo.

Em fungio da DIs; pdde-se constatar sensibilidade diferenciada no
crescimento das estirpes bacterianas avaliadas, decrescente na

seguinte ordem: BR 86 > INPA 80A > INPA 553A > BR 29.

A germinagdo, bem como o crescimento dos tubos germinativos dos
esporos das espécies avaliadas, proporcionaram uma inibicao
diferenciada decrescendo na seguinte ordem: Glomus etunicatum >

Scutellospora heterogama > Gigaspora margarita.

A aplicagdo de Roundup” no solo, até a dose equivalente a 10 L/hae
10 dias antes da semeadura da soja, ndo influenciou a nodulagdo € 2

colonizagdo micorrizica da soja.
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ANEXO

ANEXO 1: Composigio do meio de cultura YMA (Fred & Waksman, 1928)

Constituintes Quantidades
Manitol 10g
Solugio de K2HPO4 (10%) 1 mL
Soluggio de KH2PO4 (10%) 4mL
Solugdo de MgSO04 . 7 H20 (10%) 2mL
Solugdo de NaCl (10%) 1 mL
Extrato de Levedura 10mLou04g
Azul de Bromotimol KOH (0,5% - 0,2 N) 5mL

Ph 68-17,0
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