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RESUMO - O uso crescente de herbicidas para reduzir as perdas na producao
agricola tem sido questionado em funcdo da possivel contaminacdo ambiental e
efeitos negativos sobre a microbiota do solo. Microrganismos sdo componentes
naturais do solo e desempenham papel crucial na ciclagem de nutrientes e na
fertilidade dos solos. Os efeitos dos herbicidas sobre a atividade microbiana tém sido
estudado essencialmente em analises diretas do solo mas o0s resultados s&o
conflitantes devido ao grande numero de variaveis. Este estudo avaliou o efeito, in
vitro, do herbicida glyphosate sobre o crescimento de cinco espécies de bactérias do
genero Bacillus (Firmicutes) previamente isoladas da rizosfera da planta Sempre-viva
(Syngonanthus elegans var. elegans). Foram utilizadas duas doses de glyphosate (N-
(phosphonomethyl)glycine): 4,0 ppm e 8,0 ppm. As bactérias foram cultivadas em meio
LB liquido com trés repeticdes para cada dose do herbicida e para o controle. Foram
realizadas leituras da densidade Optica (ODgoo) €m intervalos variando de zero a 20
horas. As analises estatisticas revelaram haver diferencas significativas entre os
tratamentos em trés espécies de Bacillus estudadas indicando que o glyphosate

apresenta efeito inibidor do crescimento bacteriano.
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INTRODUCAO

O uso de hebicidas constitui uma pratica comum na agricultura moderna
visando reduzir as perdas de produtividade das culturas. De fato, os herbicidas
constituem o grupo de moléculas agroquimicas mais comercializadas em todo o
mundo (MENTEN et al, 2010). Somente no Brasil, 476 formulagbes com
aproximadamente uma centena de ingredientes ativos estdo registradas junto ao
MAPA (SCARDOELLI et al.,, 2012). Nas ultimas décadas, 0 uso crescente desses
produtos quimicos na agricultura gerou contaminacdo dos solos agricolas e dos
lencéis freaticos (SEBIOMO et al.,, 2011) e gerou, conseguentemente, grande
interesse de diferentes setores da sociedade com relagéo aos possiveis efeitos toxicos
dessas substancias sobre a microflora do solo (KONSTANTINOU et al., 2006). Estudo
realizado por Wardle (1995) mostrou que os herbicidas apresentam efeito inibidor
sobre o crescimento de varios organismos que compdem a fauna do solo.

Estudos sobre os efeitos dos herbicidas sobre a atividade microbiana do solo de
clima temperado foram conduzidos essencialmente por meio de analises diretas do
solo e os resultados sdo conflitantes, possivelmente devido ao grande numero de
variaveis ambientais (MARTINEZ-TOLEDO et al., 1992). Por isso, torna-se necessario
desenvolver métodos mais precisos para avaliar os efeitos de herbicidas sobre
microrganismos do solo e da rizosfera (POLEZA et al., 2008). Em solos de clima
tropical, os estudos sobre o potencial de alteracdo das relacbes ecoldgicas dos
herbicidas e suas interagbes ambientais sdo incipientes (KARAM et al, 2009).

Vasta gama de microrganismos considerados como bioindicadores se
desenvolve junto a rizosfera de plantas superiores (BORBA & AMORIM, 2007;
ALTEMBURG et al.,, 2010), tais como a sempre-viva (Syngonanthus elegans var.
elegans). Dentre esses, destacam-se as bactérias, devido a sua abundéncia,
diversidade e capacidade de subsistir em regides sob as mais variadas condi¢fes
ambientais. O grupo Firmicutes apresenta relevancia por estar envolvido em
processos diversos como biodegradacdo de contaminantes, biodisponibilizacdo de
nutrientes, fixagdo biolégica de nitrogénio e por serem utilizados em Vvarios processos
biotecnoldgicos (ZULU & VARISANGA, 2012). Varias dessas funcdes possibilitam o
uso dessas bactérias em estudos de diagndstico da qualidade ambiental e em
recuperacao de areas sob impacto ambiental adverso (KARAM et al., 2009).

O presente estudo teve por objetivo, avaliar o efeito, in vitro, do herbicida
glyphosate sobre o crescimento de rizobactérias pertencentes ao genéro Bacillus (Filo
Firmicutes) isoladas da rizosfera da planta ornamental Sempre viva, Syngonanthus

elegans var. elegans.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bioquimica Molecular da
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais, entre os anos de 2009/2011.
Foram utilizadas 5 espécies de bactérias pertencentes ao género Bacillus isoladas da
rizosfera da planta ornamental Sempre-viva (Syngonanthus elegans var. elegans),
nativa no Parque Nacional da Sempre-Viva, Localizado no municipio de Diamantina,
Minas Gerais, Brasil. O isolamento das bactérias foi realizado no ano de 1997 e sao
mantidas em colecdo da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. Os isolados foram
cultivados em 1,5 mL de meio do tipo LB liquido (BERTANI, 1951), incubados a 28 °C
e agitados a 180 rpm (rotacdes por minuto). O crescimento microbiano foi monitorado
por leitura espectrofotométrica (ODgqp). As culturas multiplicadas foram usadas em 3
tratamentos, em ftriplicata, contendo o herbicida glyphosate nas doses de 4ppm e 8
ppm, além do controle, sem a adi¢éo do herbicida ao meio de cultura. O herbicida foi
filtrado diretamente no meio de cultura liquido LB. Aliquotas de 100 uL de cada
espécie bacteriana previamente crescidas até atingirem a ODgyp= 0,25-0,3 foram
inoculadas em 300 mL de meio LB, com e sem herbicida e incubadas a 28 °C em
estufa agitadora, a 180rpm, no escuro. O crescimento bacteriano foi monitorado em
intervalos de tempo de 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 8h, 10h, 12h, 16h e 20h, por meio de
leitura espectrofotométrica (ODggo). O critério avaliacdo consistiu da comparacédo das
curvas de crescimento bacteriano, na presenca e na auséncia do herbicida glyphosate.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 12 x 3 em delineamento
inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes, com 12 periodos de leitura (0; 1; 2; 3; 4;
5; 6; 8; 10; 12; 16 e 20 horas) e trés doses do herbicida glyphosate (0; 4 e 8 ppm). Os
dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a 5% de probabilidade
(Systat 13, Systat Software, Inc) . O efeito de doses foi comparado pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade e o crescimento no periodo foi ajustado através de
curva sigmoidal logistica de trés parametros utilizando-se o programa SigmaPlot 12.0

(Systat Software, Inc).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram utilizadas cinco espécies de bactérias pertencentes
ao género Bacillus: B. subtilis, B. licheniformis, B. anthracis. B. megaterium e B.
thuringiensis. O efeito das duas doses de glyphosate (4ppm e 8ppm) sobre o
crescimento bacteriano, avaliado por meio da leitura da densidade Optica (ODgo) de
amostras de culturas liquidas coletadas em intervalos regulares de tempo para todos

os isolados foram plotados em funcdo do tempo e das medi¢cdes da ODgqo (Figura 1).
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Pela andlise de variancia observou-se auséncia de efeito significativo para a interacao

periodo x concentragdo, por isto a derivacdo da analise foi para os fatores individuais.

Os resultados referentes ao crescimento podem ser visto na Figura 1, onde nota-se o

crescimento diferenciado entre as cinco espécies do género Bacillus estudadas. Na

Figura 2 observa-se o0 efeito negativo das concentracbes de glyphosate no

crescimento de B. anthracis. B. megaterium e B. thuringiensis com reducdes na ordem

de 2,74%, 4,18% e 5,44%, respectivamente, quando em ambiente com concentracdo

de 8 ppm do herbicida. As diferentes doses do herbicida ndo apresentaram efeitos

sobre o crescimento das espécies B. licheniformis e B. subtilis.
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Figura 1
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Figura 2 — Gréfico do crescimento de Bacillus spp. em meio liquido com doses
diferentes de glyphosate. D.O.= densidade 6ptica (D.0.=600nm) medida por leitura
espectrofotométrica.

Alguns autores tem sugerido que o glyphosate pode causar danos a ecologia
bacteriana do solo, consequentemente, provocar deficiéncia de micronutrientes para
as plantas (HANEY et al., 2000; KING el al., 2001; FENG et al., 2005;PEREZ et al.,
2007; TIRONI, et al., 2009; DICK et al., 2010; ROSA et al., 2010). Estudo sobre efeitos
do glyphosate na biomassa e a atividade microbiana no solo, realizado por HANEY et
al., (2000) mostrou que o glyphosate foi rapidamente degradado por microrganismos,
e mesmo doses muito elevadas deste herbicida ndo afetou a atividade microbiana.
Diferentes grupos de bactérias metabolizam o glyphosate por meio de uma via
alternativa que cliva as ligagdes carbono-fosfato (DICK & QUINN, 1995; SANTOS et
al., 2005) e muitos microrganismos utilizam a molécula do glyphosate como fonte de
fésforo, quando este elemento quimico esta ausente no meio (PIPKE et al., 1987; LIU
et al., 1991).

Varios trabalhos demonstraram o papel positivo desempenhado por diferentes
espécies de Bacillus na decomposicdo de glyphosate (WALLNOFER, 1969;
WALLNOFER & BADER, 1970). No presente estudo, o herbicida apresentou efeito
negativo sobre o crescimento de trés das cinco espécies avaliadas, indicando haver
diferencas interespecificas no género Bacillus, com relagdo a habilidade de

metabolizar o herbicida.

CONCLUSAO
O herbicida glyphosate apresentou efeito negativo sobre o crescimento, in vitro,

de trés espécies (B. anthracis. B. megaterium e B. thuringiensis ) de rizobactérias do
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género Bacillus e nenhum efeito negativo, ou positivo, sobre o crescimento de duas

espécies B. subtilis e B. licheniformis.
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