
Planta Daninha, Viçosa-MG, v. 26, n. 4, p. 815-823, 2008

815Atividade de isolados bacterianos solubilizadores de...

ATIVIDADE DE ISOLADOS BACTERIANOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO

NA PRESENÇA DE FORMULAÇÕES COMERCIAIS DE GLYPHOSATE1

Activity of Phosphate Solubilizing Bacterial Isolates in the Presence of Commercial Glyphosate

Formulations

MASSENSSINI, A.M.2, COSTA, M.D.3, REIS, M.R.4  e SILVA, A.A.5

RESUMO - Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos da aplicação de formulações
comerciais de glyphosate (Roundup Transorb®, Zapp QI®, Roundup NA® e Scout®) na
capacidade de dois isolados bacterianos (To 11 e To 66) em solubilizar diferentes fontes
inorgânicas de fosfato. A atividade de solubilização de fosfato inorgânico dos isolados
bacterianos foi avaliada em três fontes de fosfato inorgânico (fosfato de cálcio, de alumínio
e de ferro), na presença de diferentes formulações de glyphosate na concentração de 60 mg L-1

do equivalente ácido e tratamento controle sem adição dos herbicidas. Os efeitos das
formulações de glyphosate foram diferentes para cada isolado. As formulações Roundup
Transorb® e Zapp QI® provocaram redução na capacidade de solubilização do isolado To 66,
enquanto a formulação Scout® aumentou essa capacidade. Por sua vez, o isolado To 11 não
teve sua capacidade de solubilização afetada na presença das formulações avaliadas. Em
média, as formulações Roundup NA® e Scout® não alteraram a capacidade de solubilização
dos isolados, ao passo que os herbicidas Roundup Transorb® e Zapp QI® reduziram essa
capacidade de solubilização.

Palavras-chave:     rizosfera, bactérias do solo, eucalipto.

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the effect of applying different commercial
formulations of glyphosate (Roundup Transorb®, Zapp QI®, Roundup NA® e Scout®) on the ability of
two bacterial isolates (To 11 and To 66) to solubilize different inorganic phosphates. The ability
to solubilize bacterial isolate phosphate was evaluated in relation to three inorganic phosphate
sources (calcium, aluminum, and iron phosphates) in the presence of different commercial
formulations of glyphosate, at the concentration of 60 mg L-1 acid equivalent, and control treatment
without the addition of the herbicides. The effects of the commercial formulations of glyphosate on
each bacterial isolate were distinct. Roundup Transorb and Zapp QI led to a significant decrease
in the phosphate-solubilizing activity of To 66, while the reverse was observed for Scout. To 11
did not show significant differences in phosphate solubilization in the presence of the commercial
formulations tested. Roundup NA and Scout did not change the ability to solubilize phosphate of
bacterial isolates, while Roundup Transorb and Zapp QI led to a decrease in the solubilizing
activity.
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INTRODUÇÃO

A disponibilidade de nutrientes é um dos
fatores determinantes para o desenvolvimento
vegetal. No caso dos solos brasileiros, o fósforo
é um dos elementos mais limitantes, e a uti-
lização de formas solúveis para a adubação de
eucalipto requer a aplicação de doses superio-
res às necessárias ao crescimento da planta,
tendo em vista que cerca de 90% do fósforo
aplicado é rapidamente adsorvido pelos oxidró-
xidos de Fe e Al, presentes, de modo geral, em
maiores quantidades em solos tropicais mais
intemperizados (Novais & Smyth, 1999; Silva
Filho et al., 2002). O íon fosfato pode também
precipitar-se com íons Ca2+, Fe3+ e Al3+, for-
mando compostos de composição definida e
pouco solúveis (Igual et al., 2001). A solubili-
zação dessas formas inorgânicas de fósforo é
favorecida pelo consumo dos produtos solúveis,
como os cátions e o íon fosfato, alterando a
constante de equilíbrio (Bolan et al., 1997). Es-
sa alteração pode ser efetuada pelas plantas e
por microrganismos do solo, que são capazes
de acidificar o meio, consumindo o fosfato e
os cátions resultantes da solubilização. Dessa
forma, a solubilização de fosfatos inorgânicos
geralmente é maior na rizosfera do que em
solo não-rizosférico (Bolan et al., 1997).

A importância dos microrganismos encon-
trados no solo rizosférico no suprimento de fós-
foro para as plantas já foi demonstrada em vá-
rios trabalhos (Freitas et al., 1997; Gyaneshwar
et al., 2002), e sua efetividade depende da in-
teração destes com a planta hospedeira e a
microbiota associada. Esse fato é justificado
pela variação que existe na composição dos
exsudatos radiculares em relação à espécie
da planta (Grayston et al., 1996). Aumentos na
produção de matéria seca e na absorção de nu-
trientes por plantas de trigo em solos com baixa
disponibilidade de nutrientes foram obtidos
pela inoculação com bactérias solubilizadoras
de fosfato e fungos micorrízicos arbusculares
(Singh & Kapoor, 1999). No entanto, vários fato-
res influenciam a capacidade de solubilização
desses microrganismos, como a fonte de carbo-
no e nitrogênio disponíveis (Nautiyal et al.,
2000), o tipo de planta cultivada (Grayston et
al., 1996), o tipo de fosfato a ser solubilizado
(Nahas, 1996; Barroso & Nahas, 2005), entre
outros, como a presença de herbicidas ou

inseticidas (Das & Murkherjee, 1998; Reis
et al., 2008).

O manejo das plantas daninhas em plan-
tios de eucalipto é realizado basicamente por
meio de métodos mecânicos e, em grande par-
te, químicos, isolados ou combinados (Toledo
et al., 2003). Dos cinco herbicidas registrados
para o manejo de plantas daninhas nessa cul-
tura, o glyphosate se destaca por apresentar
ótimo controle em grande número de espécies
de plantas daninhas, baixo custo e baixo índice
de risco ambiental (Alister & Kogan, 2006).

Apesar da baixa biodisponibilidade do gly-
phosate no solo, isto é, alto coeficiente de sor-
ção (Santos et al., 2004), e da sua aplicação
dirigida em plantios de eucalipto, é possível
que ele apresente ação inibitória na atividade
de bactérias solubilizadoras de fosfato em con-
dições de campo, pois, após absorvido pela
planta, o glyphosate é translocado para os me-
ristemas apicais da planta. Nos ápices radicu-
lares das plantas daninhas, ele pode ser exsu-
dado e tornar-se disponível na solução do solo
(Tuffi Santos et al., 2005). Desse modo, além
de poder afetar a atividade microbiana asso-
ciada às raízes dessas plantas, pode também
afetar os microrganismos associados às raízes
das plantas de eucalipto. O glyphosate é clas-
sificado como altamente tóxico aos microrga-
nismos do solo na bula de seu produto comer-
cial Roundup Original®; o efeito inibitório in

vitro do glyphosate sobre microrganismos sim-
biotróficos do solo já foi relatado (Santos et al.,
2004; Malty et al., 2006).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito
de diferentes formulações comerciais de
glyphosate no crescimento e na atividade de
isolados bacterianos solubilizadores de fosfato
inorgânico obtidos de solo rizosférico de plantas
de eucalipto.

MATERIAL E MÉTODOS

Para o isolamento de bactérias solubiliza-
doras de fosfato, foram coletadas amostras de
solo rizosférico de plantas de eucalipto
(Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla) em
povoamento com 2,5 anos de idade e espa-
çamento de 3 x 3 m, localizado no município
de Viçosa, MG (S, 20º 48’ 07,0’’ e O, 42º 54’
0,57’’). As características físicas e químicas
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do solo foram: classe textural muito argilosa;
pH em água de 4,86; CTC (T), CTC (t), H + Al,
Ca e Mg de 11,17; 1,49; 10,50; 0,17 e
0,40 cmol

c
 dm-3, respectivamente; P e K, res-

pectivamente, de 2,2 e 40 mg dm-3; Prem de
17 mg L-1; e 5,50 dag kg-1 de matéria orgânica.

A partir da suspensão de 10 g de solo rizos-
férico de plantas de eucalipto em 90 mL de
solução salina (NaCl 0,8 5%), foram preparadas
diluições seriadas na mesma solução até a di-
luição de 10-5. Alíquotas de 0,1 mL das dilui-
ções 10-3, 10-4 e 10-5 foram inoculadas na su-
perfície do meio NBRIP sólido, suplementado
com fosfato de cálcio (Nautiyal, 1999). Após sete
dias de incubação a 30 °C, as bactérias solubi-
lizadoras de fosfato inorgânico foram selecio-
nadas pela presença de halos de solubilização
em torno da colônia.

Cada isolado foi inoculado na superfície do
meio NBRIP sólido e incubado por sete dias a
30 °C. Posteriormente, determinou-se o índice
de solubilização (IS) de fosfato de cálcio,
dividindo-se o diâmetro do halo pelo diâmetro
da colônia, conforme descrito por Kumar &
Narula (1999), sendo classificados em baixa
(IS < 2), média (2 < IS < 3) e alta solubilização
(IS > 3) (Silva Filho & Vidor, 2000).

O crescimento de dois isolados de cada
classe (alta, média e baixa capacidade de
solubilização de fosfato inorgânico) foi avaliado
na presença das formulações comerciais:
Roundup Transorb®, Roundup NA®, Zapp QI® e
Scout®, na dose de 60 mg L-1 do equivalente
ácido (glyphosate) - correspondente à dose co-
mercial recomendada. Um tratamento sem
herbicida para cada isolado também foi incluí-
do. O experimento foi conduzido em placas de
Elisa contendo 150 µL de meio Caldo Nutrien-
te, suplementado com as diferentes doses dos
herbicidas, e inoculadas com células previa-
mente cultivadas por 12 h a 30 ºC em meio
Caldo Nutriente. As placas foram incubadas a
30 ºC por 48 h, e o crescimento dos isolados
foi avaliado em intervalos de uma hora por
meio da densidade óptica a 560 nm. Os dados
de absorvância foram ajustados de acordo com
o modelo logístico (Drapper, 1981), e os coefici-
entes das regressões foram comparados utili-
zando o teste F a 5% de probabilidade.

Na presença de herbicidas, determinou-
se a atividade de solubilização de fosfato dos

isolados To 66 e To 11, que apresentaram maior
e menor sensibilidade ao herbicida, respecti-
vamente, na presença de diferentes fontes
inorgânicas de fosfato. Os isolados foram ino-
culados em 50 mL de meio NBRIP líquido
(Nautiyal, 1999), com adição de diferentes fon-
tes inorgânicas de fósforo (Ca

5
P
3
HO

13
, FePO

4

ou AlPO
4
), em quantidade equivalente a 5 g de

P L-1, suplementado com diferentes formula-
ções comerciais: Roundup Transorb®, Roundup
NA®, Zapp QI® e Scout®, na dose de 60 mg L-1

do equivalente ácido (glyphosate) e controle
sem inoculação, em frascos erlenmeyers de
125 mL a 30 ºC e 200 rpm por três dias, com
três repetições. Um tratamento controle sem
adição de fosfato foi também incluído. A ino-
culação foi realizada por meio de uma alçada,
transferindo-se células previamente cultiva-
das por 12 h a 30 ºC em tubos de Ágar Nutrien-
te inclinado. Após período de incubação, deter-
minou-se o fósforo solúvel pelo método
colorimétrico descrito por Braga & De Felipo
(1974). Os dados foram submetidos à análise
de variância e as médias comparadas pelo tes-
te de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foram obtidos 66 isolados bacterianos
formadores de halo de solubilização. Os isolados
diferiram quanto à capacidade de solubilizar
fosfato de cálcio in vitro, apresentando índices
de solubilização (IS) entre 0, relativo aos mi-
crorganismos que perderam a capacidade de
solubilização, e 4,07. Dos 43 isolados bacteria-
nos restantes, a maioria apresentou IS varian-
do de 0 a 2,17, com exceção dos isolados To 1,
To 7 e To 47, que apresentaram índices supe-
riores a 3,15 (dados não apresentados). Varia-
ções no potencial de solubilização de fosfato
por microrganismos têm sido observadas por
vários autores (Silva Filho & Vidor, 2000). De
acordo com a classificação proposta por Silva
Filho & Vidor (2000), os isolados To 7 e To 47
apresentaram alta solubilização; To 3 e To 66,
média solubilização; e os demais, baixa solubi-
lização.

As diferentes formulações comerciais de
glyphosate afetaram o crescimento dos isola-
dos bacterianos testados. Na presença das dife-
rentes formulações, verificou-se redução da
taxa de crescimento dos isolados bacterianos,
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expressa como diminuição na inclinação das
curvas durante a fase log, cuja duração foi re-
duzida na presença dos herbicidas em compa-
ração à testemunha sem aplicação de herbici-
das (Figura 1 e Tabela 1). Os isolados mais
afetados pela presença das diferentes formula-
ções comerciais de glyphosate foram o To 7,
To 47, To 66 e To 3, que tiveram, de modo geral,
maiores reduções no seu crescimento. Por sua
vez, os isolados To 32 e To 11 (baixa solubiliza-
ção) apresentaram pequenas reduções no
crescimento (Figura 1 e Tabela 1). O cresci-
mento do isolado To 47 foi mais afetado em
relação aos demais, independentemente da
formulação de glyphosate adicionada ao meio.

As formulações Scout® e Zapp QI®, em ge-
ral, reduziram o crescimento dos isolados de
forma branda, e a formulação Roundup NA®,
de forma moderada. Por outro lado, a formu-
lação Roundup Transorb® reduziu drastica-
mente o crescimento dos isolados; os isolados
de alta e média solubilização – To 47 e To 66,
respectivamente – tiveram seu crescimento
reduzido pela metade (Tabela 2).

De acordo com os modelos de regressão
(Tabela 1) e a comparação das médias após
48 h de incubação (Tabela 2), estabeleceu-se
uma ordem decrescente das formulações de
glyphosate em relação à sua toxicidade aos
isolados: Roundup Transorb® > Roundup NA® >
Zapp QI® > Scout®. Ao avaliar o efeito de dife-
rentes formulações comerciais de glyphosate
sobre estirpes de Bradyrhizobium, Santos et al.
(2004) verificaram que a formulação Roundup
Transorb® provocou maior intoxicação nas es-
tirpes avaliadas. Também, observaram o com-
portamento diferenciado entre as estirpes es-
tudadas cultivadas na presença das formulações.
O efeito tóxico das formulações de glyphosate
foi associado às diferentes substâncias quími-
cas presentes nas formulações, como solven-
tes, surfatantes e agentes molhantes, que
podem modificar a ação do equivalente ácido
glyphosate (padrão de N-(phosphomethyl) gly-
cina) (Malkones, 2000).

Os isolados apresentaram diferenças na
capacidade de solubilização na presença das
diferentes fontes de fosfato inorgânico
(Tabela 3). O isolado To 66 apresentou, em
média, maior solubilização de fosfato de cálcio
do que o To 11. Todavia, nenhum deles foi

capaz de solubilizar os fosfatos de ferro e alu-
mínio. Esse fato pode ser explicado pelo pH final
do meio de cultura, que geralmente foi mais
baixo na presença dos fosfatos de ferro e alu-
mínio (dados não mostrados). A solubilização
de fosfato pela liberação de ácidos orgânicos
acidifica o meio e, em condições de baixo pH,
os compostos formados pela precipitação de fós-
foro com os íons de ferro e alumínio tornam-
se mais estáveis (Novais & Smyth, 1999). Por
outro lado, os compostos da precipitação de fós-
foro e o íon cálcio apresentam maior solubilida-
de nessas condições.

Os isolados mostraram comportamentos
diferenciados na presença das diferentes
formulações comerciais de glyphosate. A capa-
cidade de solubilização do isolado To 66 foi afe-
tada na presença das diferentes formulações
de glyphosate, cuja solubilização média foi de
2223,65 µg de P, enquanto o isolado To 11 não
apresentou alterações significativas (Tabela 3).
Na presença do herbicida Scout®, o isolado
To 66 teve sua capacidade de solubilização
aumentada, porém não houve alteração na
presença do herbicida Roundup NA®. Por sua
vez, os herbicidas Roundup Transorb® e Zapp
QI® provocaram redução significativa na
capacidade de solubilização deste isolado.
Observa-se, então, que a presença do glyphosa-
te não é o único fator responsável pelas altera-
ções na capacidade de solubilização do isolado
To 66, uma vez que houve diferenças marcan-
tes, dependendo da formulação comercial
testada (Tabela 3). Esse fato sugere que outros
compostos presentes nas formulações, atuando
isoladamente ou em combinação com o glypho-
sate, são capazes de alterar o comportamento
fisiológico do isolado, afetando, assim, sua ca-
pacidade de solubilização.

Na presença das formulações comerciais
de glyphosate, verificou-se que o isolado To 66,
que se mostrou mais sensível ao herbicida
quanto ao crescimento, foi o que apresentou
maior alteração no potencial de solubilização,
não sendo observado um padrão muito claro,
visto que todas as formulações reduziram o
crescimento do isolado; entretanto, apenas
duas reduziram significantemente o seu po-
tencial de solubilização. Por outro lado, o iso-
lado To 11, que apresentou reduções brandas
no crescimento na presença das formulações
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Figura 1 - Curvas de crescimento de bactérias isoladas da rizosfera do híbrido Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla,
cultivadas em meio Caldo Nutriente por 48 h a 30 °C, na presença de diferentes formulações comerciais de glyphosate

(60 mg L-1 de e.a.) – média de três repetições. Viçosa, 2007.
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Tabela 1 - Equações ajustadas relacionando a densidade óptica (Abs 560) e o tempo de incubação (h), para diferentes formulações
comerciais de glyphosate (60 mg L-1 de e.a.) testadas sobre o crescimento de bactérias isoladas da rizosfera do híbrido Eucalyptus

grandis x Eucalyptus urophylla. Viçosa, 2007
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Tabela 2 - Crescimento relativo de bactérias isoladas da rizosfera do híbrido Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla na presença
de diferentes formulações comerciais de glyphosate (60 mg L-1 de e.a.), após 48 h de incubação em meio Caldo Nutriente a
30 °C. Viçosa, 2007

Tabela 3 - Fósforo solubilizado, em µg de P, por isolados bacterianos da rizosfera de eucalipto (Eucalyptus grandis x Eucalyptus

urophylla) e cultivados em meio NBRIP, suplementado com diferentes formulações comerciais de glyphosate (60 mg L-1 de
e.a.), por três dias a 30 ºC, na presença de fosfato de cálcio, ferro ou alumínio. Viçosa, 2007

1/ Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey (P < 0,05).

1/ Na coluna, valores seguidos da mesma letra maiúscula não diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Na linha, valores seguidos

da mesma letra minúscula não diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Entre os isolados, valores do mesmo tratamento

seguidos por letras gregas iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Para as médias, valores seguidos da mesma letra

maiúscula não diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05) para os mesmos isolados. Entre os isolados, valores seguidos da mesma

letra minúscula não diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
2/ Controle sem inoculação.
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testadas, não foi afetado significativamente
quanto ao potencial de solubilização.

Conclui-se que, independentemente da for-
mulação comercial de glyphosate presente, o
crescimento e a atividade das bactérias solubi-
lizadoras de fosfato inorgânico da rizosfera de
eucalipto são afetados de forma diferenciada.
Entre as diferentes formulações comerciais de
glyphosate, a Roundup Transorb® foi mais pre-
judicial às bactérias solubilizadoras de fosfato
inorgânico testadas.
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